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1. INTRODUCCION



I ntroduccioén

1.1. ANTECEDENTE HISTORICO DEL TRASPLANTE ALOGENICO DE
PROGENITORESHEMATOPOYETICOS

A finales del siglo XIX CE Brown-Sequard administré médula 6sea (MO) por
via oral como tratamiento de pacientes con anemia (1). En 1939 A. Ragiek y E. Osgood
empled médula dsea por via intramedular e intravenosa para €l tratamiento de
pacientes con leucemia y aplasia medular, respectivamente (1,2). En 1949, en base alos
estudios de LO Jacobson y colaboradores, se demostré que los ratones irradiados
letalmente eran capaces de recuperar una hematopoyesis normal s se protegia € bazo,
lo cual indicaba que éste formaba parte del sistema hematopoyético (3). Yaen ladécada
de los 50, D. Thomas empled quimioterapia y radioterapia intensiva seguida de la
infusién endovenosa de médula 6sea de donante como tratamiento de seis pacientes
afectos de leucemia aguda (4). Solo en dos de los seis pacientes se pudo constatar
injerto de médula 6sea y ademés de forma transitoria. Ninguno sobrevivié més ala de
100 dias post-trasplante. Otro intento de trasplante de MO (falido) fue llevado a cabo
por G. Mathé en victimas de un accidente nuclear (5). Estos primeros trasplantes
permitieron observar que, a pesar de que la MO era capaz de reconstituir la
hematopoyesis del receptor, los pacientes fallecian por infecciones intercurrentes y por
un cuadro clinico denominado entonces “enfermedad secundarid’. En la década de los
50 J. Dausset descubrio € primer antigeno leucocitario humano que, junto con
desarrollo de los métodos de tipaje en los afios 60, dio lugar a una nueva era en €

trasplante de MO (6,7).

En 1968 se efectud en Minneapolis con éxito & primer trasplante de médula 6sea
de la era moderna en un paciente con inmunodeficiencia congéenita de un donante HLA

idéntico (8). A partir de este momento los progresos en este ambito han sido constantes
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y en la actualidad constituye una de las mejores opciones terapéuticas en € tratamiento

de diversas enfermedades hematol 6gicas.

1.2. DEFINICION DEL TRASPLANTE ALOGENICO

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) representa la Unica
posibilidad de curacidén para numerosos pacientes con hemopatias malignas, o que
justifica e numero creciente de trasplantes realizados a nivel mundial. Se basa en la
sustitucion de un sistema hematopoyético neoplasico, defectuoso o insuficiente por otro
normal obtenido de un donante sano histocompatible. Para ello los pacientes reciben un
régimen de acondicionamiento basado en la administracion de quimioterapia a menudo
combinada con radioterapia o deplecion de linfocitos T. Esta “ preparacion al trasplante”
esta disefiada con dos finalidades: la primera, conseguir una inmunosupresion del
receptor para evitar €l rechazo del injerto y la segunda, erradicar e clon maligno o
poblacion celular anormal. Clasicamente se ha considerado que & acondicionamiento
tenia un tercer objetivo: crear espacio en la médula Gsea para que los progenitores
pudieran anidar mediante un tratamiento mieloablativo (9). Sin embargo, se ha podido
comprobar que un tratamiento inmunosupresor adecuado permite evitar € rechazo y
favorecer e injerto de los progenitores hematopoyéticos del donante sin necesidad de
administrar dosis mieloablativas de quimio o radioterapia. Los trasplantes apoyados en
este principio reciben la denominacion de trasplantes con acondicionamiento de
intensidad reducida o no mieloablativo, y han permitido que pacientes, que por su edad
0 su ma estado general, no son candidatos a un acondicionamiento mieloablativo
puedan ser sometidos a trasplante.

Tras € acondicionamiento se administran las células progenitoras capaces de

reconstituir el sistema hematopoyético. Como fuente de progenitores puede emplearse:
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- Médula 6sea, obtenida mediante punciones multiples de las crestas iliacas bajo

anestesia genera (10).

-Sangre periférica, tras movilizacion de los progenitores con factor estimulante
de colonias granulociticas con 0 sin quimioterapia y posterior recolecta de la capa

mononuclear por aféresis (11,12).

-Cordon umbilical que permite recoger progenitores mediante puncion de la
vena umbilical inmediatamente después del parto (13).

En funcion del tipo de donante podemos realizar |a siguiente clasificacion:

-Trasplante singénico: € donante es un gemelo univitelino

-Trasplante alogénico: € donante es un sujeto HLA compatible emparentado o
un voluntario identificado a través de registro nacional o internacional (no
emparentado)

-Trasplante autélogo: los progenitores hematopoyéticos proceden del mismo
enfermo y tras su obtencién son criopreservados hasta €l dia de la infusion; ésta tiene
lugar una vez que e enfermo ha recibido un acondicionamiento mieloablativo. El
fundamento de este tratamiento es administrar atas dosis de quimioterapiay “rescatar”
a paciente de latoxicidad medular producida por e acondicionamiento.

En @ TPH, ademas de los progenitores hematopoyéticos, se infunden otras
células del donante como son los linfocitos T, que juegan un papel fundamenta ya que
contribuyen a efecto antitumora eliminando las células neoplasicas residuaes, €
denominado “efecto de injerto contra tumor” (EICL), y por otro lado, facilitan €
implante de los progenitores del donante.

Sin embargo, estos linfocitos T también son capaces de provocar una respuesta
aloinmune, que se basa en su capacidad para reconocer antigenos menores 'y mayores de
histocompatibilidad del paciente ausentes en e donante, activandose y generando un

efecto citotdxico en organos y tejidos sanos del receptor. Es la principal complicacion
4
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del trasplante alogénico inicialmente conocida como enfermedad secundaria (14) y
actualmente denominada “ Enfermedad de injerto contra huesped” (EICH).

Tras numerosas investigaciones, no se ha podido desarrollar ningdn
procedimiento capaz de separar la EICH del EICL. Desafortunadamente, 1os protocol os
actuales de profilaxis de EICH, basados en la combinacién de ciclosporina A (CsA) o
tacrolimus (FK-506) (inhibidores de calcineurina (CaN)) con metotrexate (MTX),
permiten mantener el efecto inmune antitumoral pero no son muy eficaces a la hora de
reducir la incidencia de EICH. Por otra parte, otra de las estrategias consideradas
estandar o habituales, consiste en la deplecion T in vitro o in vivo, la cual disminuye
significativamente € riesgo de EICH a expensas de una mayor tasa de recaidas o
complicaciones infecciosas durante el periodo post-trasplante.

Es por tanto fundamental, €l desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que
prevengan la EICH sin eliminar e EICL ni la respuesta inmunitaria frente a agentes
infecciosos. Es decir, dirigir la respuesta inmunol égica hacia la diana tumora evitando

su activacion frente alas células normales del paciente.

1.3. CONCEPTO DE ALORREACTIVIDAD

El termino de alorreactividad o aorreconocimiento define e hecho de que gran
parte de los linfocitos T de un individuo son capaces de reconocer las moléculas de
histocompatibilidad alogénicas (15). Por tanto, también se va a producir en trasplantes
de 6rganos solidos o en €l intercambio feto-materno.

La compatibilidad de los tejidos viene determinada por una familia de genes
ubicados en el cromosoma 6 denominado complejo mayor histocompatibilidad (CMH)

que conforman el sistema HLA (human leukocyte antigen). Este sistema esta formado
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por un gran nimero de proteinas de membrana extraordinariamente polimorficas.

Existen dos clases de moléculas HLA:

» HLA clase | expresadas por todas las células del organismo excepto los

hematiesy el trofoblasto fetal

» HLA clase Il expresadas por las células epiteliales del timo y las células
presentadoras de antigenos (CPAgQ): las células dendriticas (CDs),

monocitos-macréfagosy linfocitos B.

Para gue tenga lugar una completa activaciéon de linfocito T se requieren dos
sefides: una primera sefial procedente de la union del TCR con la molécula HLA de la
CPAg y una segunda sefial producida por la interaccion de moléculas coestimuladoras
tales como CD80 y CD86 en las CPAg y CD28 en la superficie del linfocito T (Figura

(fig) 1). En ausencia de esta segunda sefia la respuesta del linfocito T es incompleta o

anérgica (16).
CD28
B Fig 1. Presentacion de
CD80/CD86
. antigenos de la CPAg al
TCR CMH linfocito T.
CPAg
LINFOCITO T

Tanto en los TPH emparentados como en los no emparentados la incidencia de
la EICH y la morbilidad post-trasplante esta relacionada con la disparidad HLA. La
realizacion del tipgje de alta resolucion ha dado lugar a una mejor seleccion del donante
lo que ha conducido auna menor incidencia de EICH grave y una mejor supervivencia
Sin embargo, a pesar de una completa identidad HLA, € desarrollo de EICH continda

siendo la principa causa de morbimortalidad, debido a que en esta situacion de
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identidad HLA los linfocitos T podrian reconocer los antigenos menores de

histocompatibilidad (mHA) dispares entre el donante y receptor (17).

Los mHA son péptidos polimorficos derivados de proteinas intracitoplasmaticas
polimorficas que pueden presentarse en la membrana celular asociados a moléculas

HLA declasel ol (18).

1.3.1. CéulasDendriticas

Todas las células nucleadas del organismo expresan moléculas HLA de clase |
en su superficie y, por lo tanto, pueden presentar péptidos a los linfocitos T cuando son
infectadas por virus. Sin embargo, solo las CPAg son capaces de expresar moléculas
HLA-II en su superficie. Se consideran CPAg a los linfocitos B, los fagocitos
mononucleares y las CDs, las cuales tienen una gran capacidad de captar antigenos del

medio que les rodea mediante endocitosis o fagocitosis.

Las CDs se decribieron por primeravez por € cientifico aleman P. Langerhans a
finales del siglo XIX (19). En 1973, RM Steinman y ZA Cohn acufiaron € término
"célula dendritica" para referirse a unas células con muchas ramificaciones, moviles y

ricas en mitocondrias (20).

Las CDs son esencides en los mecanismos de regulacion de la respuesta
inmune. En situacién basal, diversos mecanismos permiten desarrollar tolerancia frente
a antigenos propios mediante el reconocimiento de lo propio frente a antigenos extrafios
al organismo. Entre estos mecanismos se describen latolerancia central, que se produce
en e timo por delecion tanto de linfocitos autorreactivos como de linfocitos que no
pueden reconocer e HLA propio. Los mecanismos de tolerancia central pueden no ser
completamente eficaces, de manera que los linfocitos T autorreactivos escapan a esta
seleccion negativa. Por ello, es necesaria la existencia de mecanismos periféricos de

mantenimiento de la tolerancia y, a este nivel, hay dos poblaciones celulares clave: los

-
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linfocitos T reguladores (Treg) y las células dendriticas. Estas Ultimas, en situacion
basal, se encuentran en un estado inactivo o inmaduro, y no expresan moléculas co-
estimuladoras (16,21). En esta situaciéon el contacto con los linfocitos T genera una
respuesta inmunotolerante (22,23). Por € contrario, en situacion de estrés o
inflamacion, las CDs maduran y se activan expresando moléculas coestimuladoras y

dando lugar a unarespuesta inmune frente al antigeno presentado (24).

Por tanto, las CDs estan especializadas en captar y presentar antigenos a las
células T virgenes (25). Este proceso tiene lugar en presencia de citoquinas pro-
inflamatorias, y es e mecanismo méas importante que da lugar ala activacion, expansion

y maduracion de células T.

A través de las moléculas HLA de clase Il las CDs son capaces de presentar
péptidos que pueden derivar tanto de antigenos enddgenos como exdgenos, por lo que
tanto las CDs del receptor como las del donante juegan un papel en e desarrollo de
EICH mediado por linfocitos T CD4+ (26,27). En cambio, las moléculas HLA de clase |
presentan péptidos preferentemente derivados de la sintesis de proteinas de la propia
célula, siendo por tanto las células nucleadas del receptor fundamentales en el
desarrollo de la EICH mediada por linfocitos T CD8+ (26,27). No obstante, las CDs del
donante son capaces de llevar a cabo una presentacion cruzada mediante la cua
moléculas HLA de clase | presentan péptidos derivados de antigenos adquiridos

exogenamente (27).

En varios model os de generacién de EICH en raton se pone de manifiesto que €
desarrollo de EICH cuténeo es dependiente fundamentalmente de la funcién de las CDs
del receptor mientras que en el caso del intestino estdn més implicadas las CDs del

donante (28).
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El estado de la maduracion o activacion de las CDs también se ha relacionado
con la apariciéon de la EICH (29) debido a que cuando las CDs se activan aumenta la
expresion de moléculas coestimuladoras, como CD80 y CD86, favoreciendo la

activacion linfocitaria'y por tanto la respuesta inmune.

En € trasplante alogénico e acondicionamiento conduce a un importante dafio
tisular lo que genera un ambiente pro-inflamatorio que favorece la maduracion de las

CDs.

En este sentido, € uso de terapias dirigidas hacia la eliminacion de las CDs (30)
o bien e tratar de mantenerlas en un estado de inmadurez (31-35) podria disminuir €l

riesgo de EICH.

1.3.2. LinfocitosT reguladores

Los linfocitos T reguladores son una subpoblacion especializada de linfocitos
T. Esta subpoblacion juega un papel fundamental en e mantenimiento de la tolerancia
inmunologica frente a lo propio. Los Treg se originan en e timo como una
subpoblacion de linfocitos T funcionalmente maduros o también pueden ser inducidos a
partir de una poblacion de linfocitos T virgenes en la circulacion periférica. La simple
manipulacion del timo y los linfocitos T, sin modificacion de los antigenos propios,
puede inducir la aparicion de enfermedades autoinmunes en modelos de animales
normales (36). Latimectomia neonatal de cepas seleccionadas de ratones sanos da lugar
a lesion de los tgidos como consecuencia de un proceso autoinmune (en tiroides,
estdmago, ovarios o testiculos) y la presencia de autoanticuerpos en sangre periférica.
De la misma manera, la timectomia en edad adulta de cepas seleccionadas de ratas
sanas, seguido de varias sesiones de irradiacion-X subletal, conlleva la aparicion de
Tiroiditis Autoinmunes o Diabetes Méellitus tipo 1. Sin embargo la inoculacion de

cdulas T normales, en especial células CD4 o timocitos CD4+CD8 de animales
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singénicos no tratados inhibe el desarrollo de procesos autoinmunes (37,38). De modo
gue las cepas normales no solo albergan linfocitos T autorreactivos potencialmente
patdgenos sino también los linfocitos T supresores necesarios para controlar a los

primeros.

En 1995, Sakaguchi y col (39) distinguieron esta poblacion de linfocitos T
caracterizada porque tanto en ratdn como en humano expresan basalmente CD25 (la
cadena a del receptor de IL-2). Estos linfocitos tienen funciones supresoras y suponen
un 1-3% de la poblacion total de linfocitos de sangre periférica (40). En situacion basal
intervienen en el mantenimiento de la tolerancia evitando la activacion y proliferacion
de células T potenciamente autorreactivas que hayan sido capaces de escapar de la

seleccion negativa del timo (41).

Aunque se han decrito diferentes subtipos de linfocitos T con funciones
reguladoras (42), los Treg naturales son la subpoblacion mejor estudiada. El
inmunofenotipo de los linfocitos Treg naturales se caracteriza por ser CD4*CD25"9",
expresar Foxp3 (forkhead box P3) (43) y lafata o bajaexpresion de CD127 (44).

Foxp3 es un regulador fundamental del desarrollo y funcién de los linfocitos
Treg (43, 45, 46). El gen Foxp3 fue identificado por primera vez como & gen deficiente
en la cepa de ratén Scurfy. Las células T de esta cepa de raton (deficientes de Foxp3)
presentan un estado constante de activacion y respuesta excesiva a la estimulacion a
través del TCR (47). Mutaciones en este gen desencadena en humanos € IPEX
(sindrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatia, Enteropatia, ligado a X),
caracterizado por graves fendmenos autoinmunes incluyendo enteropatia autoinmune,
dermatitis, tiroiditis y diabetes tipo 1 (48). La trascripcion de factor Foxp3 es
fundamental para que tenga lugar en € timo la diferenciacion a Treg. La transduccion
de Foxp3 en las cdlulas T virgenes regula la expresién de CD25 asi como de otras

moléculas de superficie tales como CTLA-4 (en inglés, cytotoxic T cells associated
10
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antigen-4) (49), CD62L (50) y GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family-
related gene/protein) (51) mientras que reprime la producciéon de IL-2, IFN-y e IL-4. La
elevada sobreexpresion de Foxp3 es suficiente para conferir actividad supresora a
linfocitos T normales no reguladores. Por todo ello, diversos autores han definido
Foxp3 como e gen maestro controlador del desarrollo y funcién de las células
reguladoras y es considerado e principal marcador molecular, a la fecha, de esta
subpobl acién reguladora.

La intensa expresion de CD25 en las Treg indica que son mas dependientes de
IL-2. De manera que € blogueo de la via de sefiaizacion del receptor de IL-2,
desencadena procesos autoinmunes mediados por células T (52). Por 1o que IL-2 es

esencial en lafuncion y desarrollo de los linfocitos Treg (53-55).

El receptor de IL-2 actla a través de diversas via de sefidizacion como son
PIBK/AKT/mTOR, JAK/STAT y laviaMAPK. En € caso de los linfocitos Treg, lavia
PIBK/AKT/mTOR se encuentra inhibida debido a una expresion incrementada de PTEN
(56-60). Esta propiedad confiere cierta resistencia natural de los Treg a la accion del
sirolimus, 1o que tiene importantes implicaciones terapéuticas en €l contexto del
trasplante y ha permitido la utilizacion de sirolimus para la expansion in vitro de
linfocito Treg, y ademés ha demostrado in vivo preservar la viabilidad y funcionalidad
de los Treg (61-64). Por €llo, la sefaizacion del receptor de IL-2 en los Treg esta
principamente mediada por la activacion de JAK1 y JAK3 con la consecuente

activacion de STATS que dalugar ala sobreexpresion de FoxP3 (65,66).

S. Sakaguchi y col. describieron como la ausencia de linfocitos Treg provocaba
el desarrollo de enfermedades autoinmunes en modelo murino (67). En € contexto del
trasplante alogénico ateraciones numéricas o funcionales de estos linfocitos se han

relacionado con una mayor incidenciade EICH (68-72).

11
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La activaciéon del TCR converge a través de diversas vias de sefidizacion en
diferentes factores de transcripciéon. Asi como NF-kB y AP1 se relacionan con una
respuesta inmunogénica no tolerogénica, NFAT esta implicado en ambos tipos de

respuesta inmunogénicay de anergia (73-76).

Por todo lo expuesto anteriormente, seria recomendable |a busqueda de nuevas
estrategias dirigidas a preservar e incluso expandir los linfocitos Treg como profilaxis

delaEICH en e contexto del trasplante a ogeénico.

1.4. FISSOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HUESPED

La EICH, esta causada preferentemente por € efecto citotoxico de los linfocitos
T del donante sobre tejidos y érganos vitales del paciente. Es la complicacién més grave
tras el trasplante con una incidencia de hasta el 80% en series de pacientes sometidos a
TPH de donante no emparentado (77).

En los primeros trasplantes que se llevaron a cabo, se pudo comprobar que los
pacientes que recibian médula 6sea de donantes aogénicos desarrollaban un cuadro
clinico denominado “enfermedad secundaria’. Las manifestaciones clinicas implicaban
afectacion de piel, tracto gastrointestinal e higado y eran similares a las observadas en
los nifios inmunodeficientes que recibian transfusi ones sanguiness.

En 1966 Billingahm (78) formuld los tres requerimientos necesarios para €l
desarrollo de la EICH:

a. El injerto debe contener células inmunocompetentes.

b. El receptor debe tener antigenos tisulares que no estan presentes en €

donante.

12
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c. El receptor debe ser incapaz de producir una respuesta efectiva para eliminar

las células trasplantadas.
En € momento actua conocemos que estas células inmunocompentes son
linfocitos T y que la EICH tiene lugar cuando los linfocitos T son transferidos de una

persona inmunocompetente a otra incapaz de eliminarlos (79,80).

La EICH se clasifica en aguda o cronica en funcion de la sintomatologia. La
primera suele aparecer durante los 3 primeros meses tras € trasplante y la segunda a

partir de los 3 meses, con una mediana de aparicion de 6-9 meses post-trasplante (81).

Laincidenciade la EICH agudatras €l trasplante de donante emparentado es del
30-40% cuando se emplea profilaxis estéandar (CsA o FK-506 més MTX) y la de EICH
cronica dd 50-70% con la misma profilaxis. En nuestra experiencia (82)
aproximadamente un tercio de pacientes esta recibiendo tratamiento inmunosupresor 5
anos post-trasplante. La mediana hasta € fin de tratamiento inmunosupresor es de 23
meses (83) y un 15% de pacientes aln recibe tratamiento inmunosupresor 7 afios post-

trasplante (84).

La EICH se produce cuando los linfocitos Tafp maduros del donante reconocen
antigenos del complgjo de histocompatibilidad mayor (o0 antigenos menores)
presentados por las células presentadoras de antigenos (CPAgs). Como consecuencia, se
produce una respuesta aorreactiva de los linfocitos del donante frente a antigenos del

receptor.

Tipicamente, desde & punto de vista fisiopatol 6gico, la EICH aguda se divide en

tres fases (29,85,86):

e Fase 1. Activacion de células presentadoras de Antigeno.

13
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Como consecuencia de la administracion del régimen de acondicionamiento u otros
procesos inflamatorios intercurrentes (por gemplo infecciones) se produce un dafio
tisular en el receptor, que conlleva la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (TNFa,
IL-1), quimioquinas que aumentan la expresion de moléculas de adhesion en las CPAQ,
antigenos dedd CMH y moléculas co-estimuladoras. Todo esto dalugar ala activacién de
las CPAQ, necesarias para € inicio de la respuesta inmune. La lesion de la mucosa
gastrointestinal ademés permite la traslocacion a torrente circulatorio de productos
inflamatorios, tales como lipopolisacaridos, ademas de otros antigenos asociados a
patdgenos que también incrementan la activacion de las CPAg del huésped (87). De
hecho CC Hofmeister y col (88) comprobaron en modelos murinos que la irradiacion

corporal total dalugar alaactivacion de las CPAg localesdelapidl.

e Fase2: Activacion de células T del donante.

Presentacion de antigenos. las células T del donante se activan, proliferan y
diferencian en respuesta a estimulo procedente de las CPAg del huésped. Estas cdlulas
del huésped se unen, a través del complgo péptido/HLA, a receptor TCR de los
linfocitos T del donante y ésta union acompafiada de las sefidles procedentes de las

moleculares coestimul adoras termina generando la activacion linfocitaria (29).

Citoquinas y quimioquinas. la activacion y proliferacion de los linfocitos T resulta
en un aumento de la transcripcion de genes de citoquinas y/o de sus receptores. Las
citoquinas Thl (proinflamatorias) son las més relacionadas con la EICH aguda. Los
linfocitos T CD4 del  donante, productores de IL-2, amplifican la respuesta a oinmune.
En este sentido, € nimero de linfocitos productores de IL-2 se ha relacionado con la
severidad dela EICH (89). Para el comienzo de la expansion de los linfocitos T ademés
de la IL-2 también se necesita la interleuquina-15 (IL-15). El Interferon-gamma (IFN-y)

facilitala presentacion de antigenos aumentando la expresion de moléculas de adhesion,

14
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de quimioquinas y de moléculas HLA y es ademés un mediador en €l proceso de dafio
tisular. Por otra parte, las quimioquinas inflamatorias expresadas por |0s tejidos dafiados
son las responsables de la migracion de las células inmunes a los 6rganos linfoides
secundarios y a los tgidos diana. Los niveles de expresion de receptores de
quimioguinas cambian con la estimulacion celular. Se ha visto que los linfocitos T

CCR5+, que generalmente producen citoquinas Thl, se asocian a desarrollo de EICH.

Para €l desarrollo de la EICH se requiere, como se ha mencionado, que las células
inmunocompetentes del injerto reconozcan proteinas del complgo mayor de
histocompatibilidad no expresadas en e donante, siendo también importantes las
discrepancias a nivel de mHA en caso de sujetos HLA idénticos (18). Algunos mHA
como el antigeno especifico de varon H-Y desempefian un papel muy importante en €l
desarrollo de la EICH (90). La presentacion de estas proteinas se lleva a cabo tras un
procesamiento en € que intervienen complgos enzimaticos a nivel citoplasmatico
(proteosomas, animopeptidasas) que dan lugar a péptidos de 8-10 aminoacidos. Estos
son posteriormente transferidos al reticulo endoplasmico mediante el transportador TAP
(“transporter associated with antigen procesing”). En el reticulo endoplésmico se unen a
moléculas HLA de clase | en e caso de proteinas enddgenas o a moléculas HLA de
clase Il en el caso de proteinas exdgenas, hecho que ocurre en las CPA(Q tras endocitosis
o tras interaccion con receptores de membrana C-type lectin receptors (CLR) o Toll-like
receptors (TLR). Todos estos aspectos son importantes en la EICH porque esta
intrincada maguinaria intracelular puede procesar de manera diferente en cada individuo
una misma proteina (18) y por tanto dicha proteina puede ser reconocida como extrafia
por € linfocito T en funcion de la célula que la presente. Por otra parte, la expresion de
mHAS restringida a determinados oOrganos (como € HA-1 y HA-2 en € tegido
hematopoyeético) abre la posibilidad de generar una respuesta inmune especifica (efecto

injerto contra leucemia). En todo este proceso, las CDs del paciente desempefian un

15
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papel crucia en € desarrollo de la EICH a presentar antigenos del receptor a los
linfocitos del donante (29). No obstante, la presentacion de antigenos por parte de las
CDs no necesariamente conduce a la generacion de una respuesta inmunogénica como
previamente se ha comentado. Desafortunadamente, la situacion en la que las células
dendriticas se mantienen inmaduras se atera en € trasplante y la presencia de
citoquinas como TNFa, IL-1, LPS, etc..., favorecen la maduracion de las CDs que
pasan a expresar moléculas coestimuladoras como CD40, CD80, CD83, CD86 y

citoquinas como IL-12 o IL-18, lo que conduce a la activacion linfocitaria (91,92).

Unavez gque €l antigeno ha sido procesado y presentado por la células dendritica, la
interaccion del complejo HLA-antigeno con el receptor TCR-CD3 conduce a la
activacion de una serie de sefides intracitoplasméticas que finalmente provocan la
activacion linfocitaria. Sin embargo, para que € antigeno presentado por la CDs genere
una respuesta inmunogeénica, ademés de interaccionar con € receptor TCR (sefia 1), se
debe producir también la activacion de otras molécul as coestimuladoras en €l linfocito T
como CD28 o CD40L (sefid 2). La ausencia de esta sefid 2 puede dar lugar a una
respuesta tolerogénica. Por tanto, una vez que € linfocito T interacciona con la CDs
madura se activan una serie de tirosina quinasas que conducen a la fosforilacion de
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) en la region
intracitoplasmatica del receptor TCR. Esto favorece € reclutamiento de ZAP-70 que a
través de la Fosfolipasa C (PLC) genera inositol 1,4,5-trifosfato (1P3) y diacilglicerol
(DAG) aumentando los niveles de Protein Kinasa-C y calcio en € citosol. El calcio
activa la fosfatasa CaN o que produce € paso a nucleo de factores de transcripcion
como NF-kB, NFAT o JNK, induciendo la activacion y proliferacion linfocitaria. Estos
mismos factores de transcripcion son activados también a través de las rutas de
Fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K)-Akt y MAP-kinasas, que dependen de la

estimulacion del linfocito através de las sefiales coestimuladoras (sefial 2). Finalmente,
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estas mol éculas coestimuladoras también actuarian a través de CARMA-1, una proteina
de membrana con actividad guanilato kinasa, que favorece e ensamblaje o acumulacién
de mdltiples receptores en un “inmunosoma’. Este acimulo de arededor de 20
receptores en 100-100 nm de didmetro es necesario para generar una respuesta

inmunogénica apropiada (93-95).

e Fase 3: Fase efectora celular e inflamatoria.

-Efectores celulares. Los principales efectores celulares en la EICH son los linfocitos T
citotoxicos y las células NK, a través de sus mecanismos efectores de lisis celular,

sistema Fas/FasL y €l perforina/lgranzima.

-Efectores inflamatorios. TNFa e IL-1 son producidas por monocitos y macrofagos tras

su estimulacion. TNFa activa las CDs y aumenta la presentacion de aloantigenos.

1.5. PRESENTACION CLIiNICA

La forma aguda se definia clasicamente como aguella que tiene lugar dentro de
los primeros 100 dias tras € trasplante. Sin embargo, € National Institutes of Health
describe una nueva entidad, la EICH aguda tardia, que se produce mas alla del dia mas

100 con las caracteristicas clinicas e histologicas de la EICHa (81).

La EICHa es una entidad clinica-patologica caracterizada por la aparicion de

erupcion cutanea, alteraciones intestinales y hepaticas (85) (tablal y 2)

1. Pid: es & oOrgano més comunmente afectado y se caracteriza por un eritema
macul opapul 0so pruriginoso localizado o generalizado que puede cursar en |os casos
mas graves con la formacién de bullas 0 necrosis epidérmica (96). Se clasifican en

diferentes grados (0-4) en funcion de la extension y la gravedad (97).
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2. Higado: la ateracion de las pruebas de funcidn hepatica es frecuente durante €
periodo post-trasplante inmediato como consecuencia de la enfermedad venoclusiva,
latoxicidad del acondicionamiento, infecciones virales, sepsis, sobrecarga férricay
otras causas de obstruccién biliar extrahepética. La afectacion hepética secundaria a
la EICH se caracteriza por un incremento de bilirrubina conjugada y fosfatasa
alcalina como consecuencia de la afectacion de los canaliculos hiliares
produciéndose también un incremento de transaminasas. Se clasifica en cuatro
grados en funcion de la cifrade bilirrubina.

3. Afectacion gastrointestinal: puede cursar con la aparicion de anorexia, nausess,
vomitos e intolerancia alimentaria, diarrea, dolor abdominal y en casos graves

hemorragia e ileo (98). La presencia de hemorragia digestiva como resultado de la

ulceracién de lamucosa se asocia con un mal prondéstico (99).

Rash <25% SC 25-50% SC >50% SC Eritrodermia
generdizado  con

bullas

- Bi 2-3mg/DI 3,1-6mg/DI  3,1-15mg/dL  Bi >15mg/dL

Diarrea>500mL/dia >1000mL/dia >1500mL/dia Diarrea>2000mL/di

a o dolor abdomina
Severo con 0O Sin

pardisis

Tabla 1: Grados dela EICH aguda. SC: superficie corporal, Bi: bilirrubina
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[ 1-3 1 y/lo 1
[l 2-3 2-4 y/o 2-3
Y 2-4 2-4 y/o 2-4

Tabla 2: Criterios de Glucksberg para estadificar la EICHa.

1.6. PROFILAXISY TRATAMIENTO DE LA EICH

Como se ha comentado anteriormente, la activacién linfocitaria se produce a
través de dos sefides. una primera, mediada por el receptor tirosina quinasa, €l receptor
de la cdula T (TCR/CDS3) y una segunda sefid mediada por la unién de moléculas
coestimuladoras (CD80 en CDs 'y CD28 en LT). Esta doble estimulacion es necesaria
para la traslocacion a nucleo, tras la activacion de la CaN, de diversos factores de
transcripcion implicados, entre ellos NFAT, AP-1 y NFKB. A diferencia del factor de
transcripcion NFAT que se activa a través de la CaN en presencia de Unicamente la
sefid mediada por TCR/CD3, para la activacion y traslocacion de NFKB se necesita

ademéas la activacion linfocitaria a través de mol écul as coestimul adoras.

1.6.1. Profilaxis/tratamientos queinhiben la activacion deloslinfocitos T

1.6.1.1. Inhibidores de calcineurina combinado con un curso corto de

MTX.

Los estudios llevados a cabo por DE Uphoff (100) en ratonesy R. Storb (101) y
col en perros demostraron la eficacia del MTX, un antagonista del &cido félico,
mediante el blogueo de la enzima dihidrofolato reductasa, para reducir la gravedad de la
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EICH e incrementar la supervivencia de los receptores. El MTX se administra 24 horas
tras el fin de lainfusion de los progenitores en los dias +1, +3, +6 y +11 post-trasplante.
Pero laincidenciade EICHagrado 111 y IV (entre 10 y 15%) en las meg ores condiciones
posibles (emparentado, HLA idéntico, aplasia medular, acondicionamiento con

ciclofosfamida) es eevada cuando se emplea d MTX como Unica droga

inmunosupresora.
Por otro lado, la CSA es un
2, LH:
CHy i
] olipéptido ciclico formado por 11
T".{-/j -\_1"- ':' L'I"“'iﬁl,_. p pep p
P{ L 'H‘ "ﬁ I CI'I . ’ . .
“f’ - T aminoacidos de aproximadamente
H' - -~ - l ¢ =
e ,T.-'\T,- 0 ..1: ;f CHy Gl H":H. 5
Hy Fq..{:’h '“Eﬁ o ,_,v:- HCw o 1,2kDa de peso molecular, extraido
I ¢ NH_ A A NH 1 .
H,C N'*r\[ Ty o . EH:  del hongo Tolypocladium inflatum y
CH: O CHy o]
H.C CHy

gue esta disponible en clinica desde
F|g 2: formula dela CsA (C62H11]_O]_2)

1978 (fig 2). Se descubrio en 1973 y
pronto se constataron sus propiedades antiparasitarias, antifungicas y su efecto
inmunosupresor. EI mecanismo de accion de la CsA se basa en su unidn a un receptor
de lainmunofilina intracelular [ciclofilina (CpN)]. Posteriormente, forma parte de un
complgo CsA-ciclofilina que inhibe la actividad fosfatasa de la CaN. En 1986, el grupo
de Seattle publico los primeros resultados en 1os que se mostraba la superioridad del uso

combinado de MTX més CsA frente a la CsA sola como profilaxis de la EICH tras

trasplante alogénico en Leucemia mieloide cronica (102).

Desde entonces esta combinacién paso a ser € régimen convencional empleado
por la mayoria de los centros trasplantadores hasta la actualidad (103), aunque la
incidenciade EICH es elevada: hasta un 40% en trasplante de hermano HLA-idéntico y

mayor en trasplante no emparentado.
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El FK-506 es un macrdlido derivado del

HC sH:
hongo Streptomyces tsukubaensis descubierto en /\/'\/\ro,
1984 (fig 3). Es un potente inmunosupresor que, a

nivel molecular, actla mediante la unién a una

proteina citosdlica (FKBP12), responsable de la
acumulacion intracelular del compuesto. El complejo Fig 3: FK506 (C44HggNO1,)
FKBP12-FK-506 se une de forma especificay competitivaala CaN, lo que produce una
inhibicion calcio-dependiente de las vias de transduccion de sefiales en las células T

A principios de los afios 90 el FK-506 comenzo a ser empleado en € trasplante
hepético (104). En 1993 R. Storb y col (105) demostraron que € empleo de FK-506 y
MTX mejoraba la supervivencia de perros sometidos a trasplante de donante HLA no
idéntico. Esto permitié llevar cabo un ensayo clinico fase I/l y 2 ensayos prospectivos
randomizados multicéntricos que comparaban MTX/CsA frente a MTX/FK-506: R.
Nash y col (106) en pacientes con hemopatias malignas sometidos a trasplante de
donante no emparentado y V. Ratanatharathorn y col (107) en pacientes también con
hemopatias malignas tras trasplante de donantes emparentados. A pesar de que ambos
estudios describen una reduccién en la incidencia global de la EICH aguda (no de la
cronica), la supervivencia de los pacientes tratados con MTX/FK-506 no era mejor e
incluso era ligeramente inferior en los pacientes que recibian trasplante de donante

emparentado.

Tanto la CsA como & FK-506 bloquean la accion de la CaN e inhiben la via de
sefidizacion dependiente de calcio de los linfocitos T, bloqueando la produccion de
citocinas (IL-2), la capacidad apoptotica y la degranulacion de linfocitos T citotoxicos.
La CaN, también conocida como fosfatasa serinal/treonina 2B, es una proteina
heterodimeérica con actividad enzimatica dependiente de calcio y calmodulina. La CaN

se encarga de la desfoforilacion del factor nuclear de células T activadas (Nuclear factor
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of activated T cells, NFAT) requerida para su traslocacién a nucleo, donde forma un
complegjo con AP-1 para unirse a promotor de IL-2. A su vez también estd implicada en
laregulacion de la actividad de IkB, €l inhibidor de NF-kB, que tras su fosforilacién da

lugar a latraslocacion a nucleo de NF-kB y laactivacion del linfocito T.

Para que los linfocitos Treg puedan gercer su funcion es necesario la
interaccion entre NFAT citosolico y FOXP3 (108-110). Segun se ha demostrado en
modelo de raton la CsA, d interferir en la funcion de NFAT, afecta a desarrollo, ala
expansion y ala funcion supresora de los linfocitos Treg (111,112). En los estudios in
vitro llevados a cabo en células humanas se pone de manifiesto como la CsA afecta de
forma intensa a la subpoblacion de linfocitos Treg CD27+ (113-115). De hecho existen
datos clinicos de pacientes sometidos a trasplante renal que indican que la CsA reduce
la frecuencia de linfocitos Treg en comparacion con otras drogas inmunosupresoras

(116).

1.6.1.2. Mofetil micofelonato (MMF)

o El micofenolato mofetilo (MMF) (férmula

OH CH,
0
-~ N CxHxuNO; con un peso molecular de
@( ~Y @
-

OCH, 433.50D) (fig4) es € éster 2-morfolinoetilico

F?;34: MMPF (CasHsNO>) del &cido micofendlico (MPA). Es un selectivo

y potente inhibidor, no competitivo y

reversible de la inosina monofosfato deshidrogenasa. Inhibe, por tanto, la sintesis de
novo del nucledtido guanosina, blogueando su incorporacion a ADN. De este modo, €l
MMF inhibe la proliferacién linfocitaria. Dado que los linfocitos T y B dependen de la
sintesis de novo de purinas para su proliferacion, otros tipos de células pueden utilizar

otros mecanismos de rescate. EI MPA gerce su accion fundamentalmente en los

linfocitos. Se ha empleado en combinacion con la CsA para evitar |as toxicidades mas
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limitantes del MTX: mucositis y neutropenia. En un ensayo randomizado en € que se
incluyd un nimero pequefio de pacientes (117) la combinacion de CSA/MMF frente a
CsA/MTX mostré unaincidencia similar de EICH aunque menor mucositis orofaringea
y un injerto hematopoyético més precoz. Se estd empleando en algunos centros en
sustitucién del MTX y es una opcion en los trasplantes de cordén umbilical por €

rapido injerto de neutrofilos.

1.6.1.3. Srolimus

El sirolimus (también conocido como Rapamicina) se descubrié en la isla de
Pascua a partir de la bacteria Streptomyces hygroscopicus (118,119). Aungue su
estructura es similar aladel FK-506, no es un inhibidor de CaN sino que es un lactona
macrociclica con propiedades antifungicas (118,119), antitumoraes (120,121), e
inmunosupresoras (122). Es insoluble en agua y altamente lipofilica con un anillo

macrélido de 31 miembros. Su formula quimica es Cs;H79NO;3 y su peso molecular

914,2D.
El sirolimus (fig 5) inhibe la activacion de las HO., e
. . ., Ha oo™ CHs
celulas T, mediante el bloqueo de la transduccion de T -
oWAY
~ . . . . - . i
sefales intracelulares dependientes e independientes N HyC i
O, ot Hy GO,
S, .
de calcio. Su mecanismo de accion se basa en la H;uv-];'ﬂ* . e
4} ‘:?'I:"HF H_t'\l.-"‘-i;
e T -
union del farmaco a las proteinas citosolicas FKBP- CH- B

12 (dél inglés FK-binding protein 12). El complgjo 195! sirolimus (Cs;H7NOs)

sirolimus/FKBP12 inhibe la activacion de la Molécula Diana de la Rapamicina en
mamiferos (MTOR) (del inglés mammalian target of rapamycin) critica para la
progresion del ciclo celular, debido a que forma parte de la via de sefidizacion celular
PISK/AKT (123-125).

MTOR, es una proteina kinasa serinaltreonina con un peso molecular

aproximado de 289K Da, perteneciente a la familia de kinasas relacionadas con PI3K,
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implicada en la regulacion del crecimiento, proliferacion, motilidad y supervivencia
celular asi como la sintesis proteica y la trascripcion celular (126-128). Existen dos
complegjos que contienen MTOR (129): e compleo sensible a la rapamicina (también
[lamado complgo mTOR-1 o0 mTORC1), definido por su interaccion con la proteina
raptor (regulatory-associated protein of mTOR) (130-132) y un complgo insensible a
rapamicina (también [lamado complggo mTOR2 o mTORC2) (133) que se define por su
interaccion con rictor ("rapamycin-insensitive companion of mTOR") (134). Mientras
gue el complejo MTOR-1 se encarga de regular €l crecimiento celular a través de S6K 1
y d factor de iniciacion eucariético de union a proteina 1 (4E-BP1), €l complgo ricto-

MTOR controla  citoesqueleto de actina (134,135) asi como Akt/PKB (136,137).

MTOR pertenece ala ruta de sefiaizacion de PI3K/Akt/mTOR (138). Receptores
tirosina quinasa en respuesta a factores de crecimiento y citoquinas (como por gemplo
IL-2) se fosforilan y dan lugar a reclutamiento de PISK en la membrana (139). PI3K
transfiere un grupo fosfato del ATP al fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP,), generando
fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIPs) y ADP. En contrapartida PTEN gjerce un efecto
antagonista a PI3K defosforilando PIP;, de manera que actiia como regulador negativo
de esta via (138,140). PIP; une la seronina quinasa Akt a la cara interna de la
membrana, la cua es fosforilada por PKD1 y activada (141-143). Akt da lugar a la
inactivacion del complejo de esclerosis tuberosa (TSC) (144-146). Este complegjo esta
formado por TSC1 (hamartina) y TSC2 (tuberina), e inhiben la proteina Rheb, por lo

que a ser inactivado el complejo por Akt, Rheb activamTOR (fig 6) (147).
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Growth factor

_ Raptor:
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Fig 6: via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR

Otras funciones de Akt son inactivar proteinas con actividad apoptoética como
BAD y caspasa 9 (148) y actuar sobre la funcion de diversos factores de trascripcion,
entre ellos factor nuclear kappa B (NF-kB) (149). Akt fosforila IKK, activandolo y este
a su vez fosforila IkB, lo cua permite la ubiquitinacion y degradacién por el

proteosomade IkB.

Sirolimus bloquea la via PI3BK/Akt/mTOR, através de lainhibicion del TORC1
(150), lo cual evitariala activacion de los linfocitos T convencionales a interferir en la
via sefidizacion estimulada por la sefial 2 (123). Por e contrario en los linfocitos T
reguladores la via PI3K/AKT/mTOR se encuentra inactiva debido a una mayor bloqueo
por parte de PTEN (151) lo que confiere alos Treg cierta resistencia natural ala accion
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del sirolimus, como previamente se ha explicado. El sirolimus se ha empleado con éxito
parala expansion in vitro de Treg e in vivo ha mostrado preservar el efecto supresor de

los Treg (61-64).

El Dana Farber Cancer Institute (DFCI) es probablemente e centro con méas
experiencia en € uso del sirolimus en la profilaxis de EICH. En un pequefio ensayo
clinico fase Il demostraba una excelente eficacia de la combinacion de sirolimus con
FK-506 en la que la incidencia de EICH agudo grado I11-1V fue inferior a 5% en
pacientes sometidos a TPH de sangre periférica de donante emparentado 0 no
emparentado (151). Posteriormente este grupo ha confirmado estos resultados en series
mas grandes de pacientes. Actuamente se esta llevando a cabo un ensayo clinico
multicéntrico randomizado para comparar la combinacion FK-506/MTX vs FK-
506/sirolimus.

Los efectos secundarios descritos con mayor frecuencia son toxicidad renal,
hipertriglicideremia e hipercolesterolemia, sindrome hemolitico-urémico y citopenias.
La combinacion de un inhibidor de CaN con e sirolimus incrementa e riesgo de
aparicion de MTAT o enfermedad veno-oclusiva tras acondicionamiento mieloablativo
(152-154), bloquea &l desarrollo de Treg y por lo tanto evita que se genere una respuesta

inmunotol erante (155).

1.6.2. Profilaxig/tratamiento dela EICH basado en ladeplecion T

Ladeplecidon T se puede llevar a cabo por: seleccidn negativade las clulas T ex
vivo, seleccién positiva de las células CD34+ y, por ultimo, administracién in vivo de
anticuerpos anti-célula T. Todas las modalidades eliminan los linfocitos T de forma
inespecifica. Por lo tanto, no solo disminuyen € riesgo de EICH sino que también
pueden afectar ala EICL y aumentar €l riesgo de infecciones. De hecho, la deplecion T

se ha mostrado eficaz a la hora de disminuir laincidencia de la EICH aguday crénica,
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pero estas estrategias no se han asociado a una mayor supervivencia debido al aumento
del riesgo de infecciones graves, recaidas, falo de implante y sindromes proliferativos

asociados ainfeccion por Virus Epstein-Barr (156,157).

1.6.2.1. Timoglobulina (ATG)

El ATG es un anticuerpo policlonal que se obtiene tras inmunizacion de conejos
con timocitos. En un estudio con un largo seguimiento se evidencio una mejoria en la
caidad de vida de los pacientes que reciben ATG a disminuir € riesgo de EICH

cronico extenso y las complicaciones pulmonares tardias (158).

1.6.2.2. Alentuzumab

Es un anticuerpo monoclonal anti-CD52, proteina expresada por un amplio
espectro de leucocitos: linfocitos, monocitos y células dendriticas. De nuevo en dos
estudios prospectivos se constaté una menor incidencia de EICH frente a la terapia
estandar, pero una mayor tasa de complicaciones infecciosas asi como de recaidas y

fallo deinjerto (160).
1.6.3. Nuevasestrategiasde profilaxisy tratamiento dela EICH

1.6.3.1. Inhibidoresdel proteosoma

El Bortezomib [acido N-pirazinacarbonil-L-

O
fenilalanina-L-leucina-borénico] (fig 7) es el primer E j)l\”
=
N

inhibidor del proteosoma empleado en clinica,

actuamente aprobado como tratamiento Fig 7 Bortezomib CigHsBN4O;
quimioterdpico para € Mieloma Multiple (160-

162). Es un &cido dipeptidil borénico modificado, derivado de leucinay fenilalanina, y
su peso molecular es de 384,25 daltons. Inhibe de forma selectiva y reversible €

proteosoma 26S, por lo que interfiere la via ubiquitina-proteosoma. El sistema
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ubi quintina-proteosoma controla funciones bésicas tales como la progresion del ciclo
celular, sefial de transduccion y la muerte celular programada. Es esencial en la
degradacién de proteinas intracelulares en las células eucariotas, por lo que esta

presente en todas las células eucariotas, tanto en el nlcleo como en el citoplasma.

El proteosoma 26S es una proteasa multicatalitica dependiente de adenosina
trifosfato (ATP) con un peso molecular de 2000kDa. Esta proteasa degrada tanto
proteinas ubiquitinadas, dafadas, oxidadas o con plegamiento anorma como proteinas
reguladoras que controlan € ciclo celular, la activacion del factor de transcripcion, la
apoptosisy € intercambio celular (163). Por lo tanto la degradacion proteosdmica es un
mecanismo esencial en e ciclo celular, expresion génica y en respuesta a estrés

oxidativo.

. La estructura del proteosoma 26S (fig

195 ‘“ 8) esta conformada por una particula central,

core 20S y 2 subunidades reguladoras 19S.
m; La particula 20S es un cilindro compuesto de

) — cuatro anillos apilados, cada uno de los cuales

o5 contiene siete subunidades a o B (fig 8).

. Mientras que las subunidades o son

Fig 8 Estructura del proteosoma 265 fundamentalmente estructurales, las B se

encargan de las funciones cataliticas. Las

subunidades reguladoras 19S estdn involucradas en e reconocimiento, unién y
despliegue de las proteinas ubiquitinadas y en la regulacion de la apertura de la unidad

central 20S.

La ubiquitina (161) es un polipéptido de 76 aminoéacidos que se expresa en todas

las células eucariotas. A través de la coordinacion secuencia de tres enzimas: E1
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(enzima activadora de ubiquitina), E2 (enzima de conjugacion de ubiquitina) y E3
(ubiquitina ligasa), la ubiquitina se activa y se une covaentemente a los posibles

sustratos del proteosoma.

Mediante este sistematiene lugar la degradacion transitoria de diversas proteinas
reguladoras durante el ciclo celular, imprescindible para que la célula progrese a lo
largo del ciclo celular y entre en mitosis. Entre estas proteinas destaca el supresor
tumoral p53, que actlia como regulador negativo del crecimiento celular. Asi mismo, es
necesaria para la regulacion transcripcional.

NF-xB es un factor clave de trascripcion implicado en la regulacion de la
respuesta inmune; e proteosoma degrada € inhibidor de NF-kB, 1kB y permite la
traslocacion a nucleo de NFkB y su actividad transcripcional (164,165).

NFkB son factores de trascripcidon pertenecientes a la familia REL que se
traslocan a nucleo desde e citoplasma en respuesta a estimulo celular (166,167).
NFkB se encarga de la regulaciéon de las moléculas de adhesiéon celular (CAM) tales
como la E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1, del control antigpoptético (168) y la
regulacion del ciclo celular. NF-kB estd implicado tanto en la activacion de los
linfocitos T como en la maduracion de las CDs (169,170). Ademas LPS o CpG de
DNA de virus y bacterias estimulan los TLR e inducen la maduracién de las CDs a
través de diversas vias que finalmente convergen en NF-kB (171,172). Al contrario que
NFAT su activacion es esencial para € papel inmunogénico de las células T pero no
para una respuesta tolerogénica. Asi para que tenga lugar la activacion dd linfocito T
convencional se debe producir la estimulacién tanto del receptor TCR/CD3 como de
moléculas coestimuladoras, de manera que las vias de sefidizacion convergen en la
activacion de los factores de trascripcion AP-1, NFAT y NFkB. Si inhibimos NF-kB la
sefid que llega al linfocito T esta sdlo mediada por e TCR/CD3 y por lo tanto se
produce una respuesta anérgicaen € linfocito (fig 9).
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Regulacion del ciclo cehilar

Liberacion de Citocinas

Moléculas de adhesion celular

Proteosoma 268

Factores antiapopfoticos

Fig 9: Ubiquitinacion y degradacion de kB por el proteosoma

El Bortezomib impide la degradacion de las proteinas ubiquinadas, entre ella la
del inhibidor de NFkB, 1kB, al ser un inhibidor selectivo y reversible del proteosoma.
Por lo tanto e bortezomib inhibe la funcion de NF-kB, evitando asi la activacion de
todos los procesos celulares en los que éste esta implicado, como la activacion o la
proliferacion linfocitaria. En este sentido, nuestro de grupo de investigacion ha puesto
de manifiesto que € bortezomib in vitro induce un efecto apoptotico especifico sobre
linfocitos T aorreactivos tras un cultivo mixto disminuyendo la produccion de
citoquinas Thl (173). Estos hallazgos se confirmaron en model os animales por K. Sun'y
col. a mostrar como e bortezomib administrado en el periodo inmediato post-trasplante
disminuye e riesgo de EICH aguda preservando € efecto injerto contra tumor

(174,175). Todas estas consideraciones han sido la base para € desarrollo de ensayos
30



I ntroduccién

clinicos que se basan en e efecto proapoptético del farmaco sobre los linfocitos
alorreactivos. En este sentido, Koreth y col. han demostrado en un ensayo clinico de la
DFCI gue € bortezomib en combinacion con €l FK-506 y metotrexate reduce € riego

de EICH (incidencia acumulada en €l dia +180 post-trasplante de EICH grado I1-1V del
13%) (176).
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Hipotesis

La tradocacion de NF-kB a nicleo constituye un elemento centra de la
activacion tanto de las CDs como de los linfocitos T convencionales. Por €l contrario, la
escasa informacion disponible en la literatura sugiere que NF-kB no juega un papel

relevante en la activacion de loslinfocitos T reg.

Por tanto, los linfocitos Treg podrian ser resistentes a efecto proapoptotico que

gjercen los inhibidores de proteosoma sobre |os linfocitos convencional es activados.

Si esta hipétesis es correcta, la combinacion de un inhibidor de proteosoma junto
con un inhibidor de la via de mTOR podria actuar de manera sinérgica inhibiendo la

activacion linfocitaria'y preservando/expandiendo linfocitos T reguladores

Finalmente, & bloqueo de NK-kB mediante € uso de inhibidores de proteosoma
evitaria la maduracion y activacion de las CDs que se mantendrian en un estado

inmaduro pudiendo de este modo favorecer una respuesta inmune tolerogénica.

Por tanto la utilizacion de inhibidores de proteosoma puede prevenir laEICH, de
manera que la aplicacion de estas hipétesis puede ser de gran utilidad en € trasplante

hematopoyético.
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Objetivos

3.1. EN RELACION CON EL EFECTO DEL BORTEZOMIB SOBRE LOS

LINFOCITOST REGULADORESY ALORREACTIVOS

Comprobar e efecto del bortezomib sobre la viabilidad y funcionamiento de los

linfocitos Treg en comparacion con los linfocitos T activados

3.2. EN RELACION CON EL EFECTO DEL BORTEZOMIB SOBRE LA

ACTIVACION Y MADURACION DE LASCDS

Comprobar s € bortezomib es capaz de inhibir la maduracion de las CDs

favoreciendo de este modo el desarrollo de una respuesta inmunotolerante

3.3.EN RELACION CON LA COMBINACION DE BORTEZOMIB Y

SIROLIMUS

Comprobar si la combinacion de ambos f&rmacos actla de manera sinérgica en la
inhibicién de la activacion y proliferacion linfocitaria in vitro y analizar su eficacia

como profilaxis de EICH en un modelo murino.
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Material y Métodos

4.1. MATERIAL
4.1.1. Material bioldgico

4.1.1.1. Obtencién de cdlulas para cultivo

Los estudiosin vitro de linfocitos T y CDs se redlizaron a partir de concentrados
leuco-plaguetarios (Buffy-Coat), procedentes de hemodonaciones de donante sano
extraidos en sistema de bolsa LQT 6280 (Macopharma). Las muestras empleadas se
obtuvieron tras e correspondiente consentimiento informado de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki. Los procedimientos se realizaron de acuerdo a las normas
establecidas por € Comité Etico del Hospitd Universitario de Salamanca. El
procesamiento de las muestras se llevo a cabo en € Laboratorio de Cultivos y Terapia
Celular del Hospital Universitario de Salamanca bajo estrictas condiciones de

esterilidad.

4112. Animales

Los experimentos relacionados con investigacion animal se llevaron a cabo en €
Animalario de laUniversidad de Salamanca de acuerdo con las normas establ ecidas por

el Comité Etico del Animalario.

Se utilizaron las siguientes cepas de raton: hembras BALB/c (H2d), machos
C57BL/6 (H2b) y NOD/SCID NOD.CB17-Prkdc™. Todos los ratones procedieron de

Charles River Laboratory (France).

41.13. Lineasceulares

Para los estudios de Western-blot se empled lalinea celular T JURKAT procedente
de American Type Culture Collection (ATCC).

Para la generacidn de leucemia mielobléstica en ratones BALB/c se empled lalinea
celular mielo-monaocitica WEHI 3b d+ clon 17.3 GFP+.

37



Maerial y Métodos
4.1.2. Material no bioldgico (reactivos)
A continuacion se enumeran los reactivos necesarios para llevar a cabo los

experimentos:

-farmacos. El bortezomib fue suministrado por Millennium Pharmaceuticals Inc.

(Massachusetts, EEUU), sirolimus y CsA de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU)

-En la realizacion de los cultivos empleamos. El medio de cultivo (RPMI), € tampdn
salino Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1X (PBS) y los antibioticos (Penicilina
10°U/mL y Estreptomicina 10°ug/mL) de GIBCO® Invitrogen™ (Paisely, UK). El
suero humano AB y @ medio Hanks' s Balanced Salt Solution 1X con 0.35¢g/L NaHCO3
(HBSS) de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). El suero fisiolégico Viaflo Cloruro
Sodico 0,9% pH 5,5 procedio de los laboratorios Bartex S.L. (Vaencia, ESP). El Medio
oleoso para la separacion de células mononucleadas (Ficoll-Pague) de GE-Healthcare
Bio-Sciences AB (Uppsala, EEUU). La heparina libre de aditivos 5000U/ml procede de
Biochrom AG (Berlin, Alemania). Para la activacion de los cultivos de linfocitos T
usamos anticuerpos monoclonales anti-human CD3 y anti-human CD28 de Becton
Dickinson Biosciences, (San Jose, CA, EEUU). Para la separacion de linfocitos T
CD4+ empleamos CD4+ T Cell Isolation Kit y para la poblaciéon T CD4+CD25+ €
CD4+CD25+ Regulatory T cell Isolation Kit, ambos de Miltenyi Biotec, Bergisch
Glabach, Germany. La poblaciéon de linfocitos T CD4+CD25- se obtuvo mediante
microbolas magnéticas anti-CD25 de Miltenyi Biotec. Todas las separaciones
magnéticas se llevaron a cabo en € AutoMACS Separator de Miltenyi Biotec. La IL-2
utilizada en los cultivos a largo plazo de linfocitos T CD4+ fue suministrada por R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA). Las citoguinas que empleamos para la
diferenciacion de las CDs fueron GM-CSF de PeProtech e IL-4 de R&D. Para la

activacion de las CDs se us6 TNFa de R&D System y LPS de Sigma-Aldrich. Las
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placas de cultivo de 96 pocillos con € fondo en U utilizadas son de Becton Dickinson
Labware Europe mientras que las placas de 48 pocillos con e fondo plano son de

Costar®. El dimetil sulféxido (DM SO) es de Sigma-Aldrich.

- En los estudios de citometria: 1a brefeldina A procede de Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA); e marcge de las células con PKH se redizd mediante el PKH67 Green
Fluorescent Cell Linker Mini Kit, “for general cell membrane labeling”; € Kit de
permeabilizacion IntraStain para € marcge intracelular, de DakoCytomation
(Denmark). Los estudios de viabilidad se llevaron a cabo con € kit de Anexina-V, 7-
amino-actinomicinaD (7-AAD) de BD Pharmingen™ BD, (San Diego, EEUU) y la
determinacion de |os eventos aboslutos anexina-V se obtuvo con |os tubos Trucount de
BD Biosciences. Los estudios de expresion protéica del gen FOXP3 en linfocitos T se
desarrollaron con € kit de FOXP3 Staining Buffer Set de eBioscience (San Diego, CA,
EEUU). Para llevar a cabo € estudio de citoquinas solubles usamos Human Th1/Th2
Cytokine Kit Il para las citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ IFN-y. Utilizamos
el citdbmetro de flujo modelo FACSCalibur (Becton Dickinson Bioscience San Jose, CA,
EEUVU) y los programas informéticos: CellQuest®, PAIN-A-GATE-PRO™ de (Becton
Dickinson Bioscience, San Jose, CA, EEUU), ModFit LT for Mac (Verity Software

House, Inc, ME, EEUU) e Infinicytl.1 (Cytognos S.L. Salamanca, Espaiia).

-En los estudios de expresion génica de FOXP3 necesitamos el kit comercia de Qiagen
AllPrep DNA/RNA microkit de Valencia CA, USA para la extraccion de ARN, vy €

equipo ABI PRISM 7900HT Sequence Detection de Applied Biosystems

- En los estudios de Western blot, las membranas de PVDF immobilon P fueron de
Millipore Corp. (Bedford, Mass.). Los anticuerpos monoclonales anti-caspasa 3, 8 y 9
de congjo procedieron de BioSciencies y los anticuerpos antiErk de raton de Santa Cruz

Biotechnology, Inc y anti-pAkt de congjo de Cell Signaling. El anticuerpo monoclonal
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anti-tubulina de Santa Cruz Biotechnology, Inc. El anticuerpo secundario anti-congjo o
anti ratdn conjugado con peroxidasa de rabano fue de GE Healthcare (Little Chalfont,
UK) y Amersham ™. Las bandas se visualizaban con ECL Western Blotting Detection

Kit de Amersham ™.

-Para los estudios de secrecion de INFy, IL-2 e IL-10 de las CDs empleamos el Kit

comercial ELISA (Diaclone, Besancon Cedex, France).

-En e modelo animal utilizamos: placas de petri estériles de 100mm de Soria Genlab,
S.A., filtros con tamafio de poro de 40um de Becton-Dickinson, Biosciencie, San José,
CA, agujas de 25G (0,5mm x 16mm) de BD Microlance™ (BD Drogheda, Irland),
jeringas de 1ml de BD Plastipak (BD Madrid) y agujas de insulina de 27G (0.4 x
12mm) de TERUMO®. El acondicionamiento pretrasplante de los ratones se llevé a
cabo mediante un irradiador de muestras biol6gicas Gammacell 1000 con una fuente de

Cesio de 137.

- El andlisis informatico se realizd mediante el programa estadistico SPSS software

program (SPSS 11.0, Chicago IL).

-Los anticuerpos monoclonal es, empleados para andlisis por citometria de flujo fueron:

Anticuerpo Fluorocromo  Isotipo Procedencia

CD3 PE Mouse IgG;k Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

CD3 PerCp Mouse IgG;k Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

CD3 APC Mouse IgG;k Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

CD4 PerpCp Cy5.5. Mouse 1gGk Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

CD4 APC Mouse 1gGk Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

CD25 FITC Mouse IgG;k Becton Dickinson Bioscience
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CD25

CD40

CD40L

CD80

CD83

CD86

CD127

FOXP3

IFNy

HLA-DR

Exclusion kit for
CDs. CD3, CD19,

CD56, CD14

BD human Th1/Th2

Cytokine CBA kit

CD3

CD34

CD45

H2Db

H2Dd

PE

PE

APC

PE

PE

PE

PE

APC

PE

PerCp

FITC

PE

Alexa Fluor

Alexa Fluor

PerCp Cy5.5.

FITC

PE

Mouse 1gG;k

Mouse 1gG,

Mouse 1gG;k

Mouse 1gG;x

Mouse 1gG;x

Mouse 1gG;x

Mouse 1gG;k

Rat IgGa «

Mouse 1gG;k

Mouse [gG2a k

Mouse 1gG2a,
1gG2b,
respectivamente

1gG1,
1gG2a,

Rat IgG2b «

Rat IgG2b «

Mouse 1gG2b «

Mouse 1gG2b «

Mouse 1gG2a k
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San Jose CA USA

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

Beckman Coulter Company
Marselle France

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

BD Pharmingen

San Jose, CA USA

BD Pharmingen

San Jose, CA USA

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA

Cytognos

Salamanca Spain

Becton Dickinson Bioscience
San Jose CA USA
BD Pharmingen
San Jose CA USA
BD Pharmingen
San Jose CA USA
BD Pharmingen
San Jose CA USA
BD Pharmingen
San Jose CA USA
BD Pharmingen
San Jose CA USA

Tabla 3: En todos los casos se afiadieron los anticuerpos a concentracion de saturacion: FITC:

Isotiocianato de Fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP Cy 5.5: Proteina piridinin clorofilica cianina
5.5; APC: Aloficocianina.
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4.2. METODOS

4.2.1. Cultivos

Todas las células se manipularon en campana de flujo laminar y se mantuvieron
en estufa de cultivo a 37°C en una atmdsfera de humedad y con un 5% de CO..

Los concentrados leucoplaquetarios (Buffy coats) se diluyeron con suero
fisiolégico en una proporcion 1:8 y se separd la fraccion mononucleada mediante
centrifugacion (1600rpm durante 30 minutos) por gradiente de densidad con Ficoll.
Tras la centrifugacion se recogio la interfase de células mononucleadas con pipetas
pasteur estériles. Posteriormente se lavaron 2 veces con la solucion HANKS a 1200 rpm
durante 10 minutos. Tras € segundo lavado con HANKS, retiramos € sobrenadante y
resuspendimos las células en RPMI suplementado con suero AB 10% y antibi6tico 1%.

Momento en el que se procedid a recuento celular mediante camara de Neubauer.

4.2.2. Estudiosin vitrodebortezomiby Treg

4.22.1. Obtenciéndecdlulas T CD4+, T CD4+CD25+ y T CD4+CD25

42211 ObtenciéndecélulasT CD4+

A partir de la fraccion mononucleada procedente de los concentrados
leucoplaquetarios se separaron los linfocitos T CD4+ empleando € CD4+ T Cel
Isolation Kit Il. Realizamos e procedimiento segun € protocolo del fabricante.
Centrifugamos a 1200 rpm durante 10 minutos, resuspendimos el boton celular en
buffer, afiadimos un coctel de anticuerpos monoclonales conjugados con biotina (CD8,
CD14, CDl16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRyd y glicoforina A) e incubamos
durante 10 minutos a 4-8° en oscuridad. Tras esta incubacion afiadimos de nuevo Buffer
y antibiotina conjugada con microbolas magnéticas. Volvimos a incubar 15 minutos en

frio y oscuridad. Transcurrido € tiempo de incubacion, lavamos, centrifugamos y
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resuspendimos en un volumen de buffer de 500ul. Para la separacion inmunomagnética
empleamos €l programa “Deplete’ del AutoMacs Separator 'y recogimos la fraccién

negativa enriquecida en linfocitos T CD4+.

42212 ObtenciéndecélulasT CD4+CD25+ vy T CD4+CD25-

Para |a seleccién de la poblacion de linfocitos T CD4+CD25+ empleamos € Kit
CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit. El proceso comienza con la seleccion de
los linfocitos T CD4+, mediante € marcge indirecto con e coctel de anticuerpos
conjugados con biotina y las microbolas magnéticas conjugadas con antibiotinag, tal y
como especificamos en e apartado 4.2.2.1.1. A la seleccién de células T CD4+ se le
afadieron posteriormente microbolas magnéticas conjugadas con anti-CD25 que se
incubaron durante 15 minutos a 4-8°C. Trascurrido este tiempo, lavamos, centrifugamos
y resuspendimos en buffer. Para la separacion inmunomagnética empleamos €l
programa “Posseld” del AutoMacs y recogimos los linfocitos TCD4+CD25+ en la

fraccion positivadel separador celular.

La seleccidn de la poblacion de linfocitos T CD4+CD25-, se hizo también a
partir de la fraccion celular CD4+. Empleamos microbolas magnéticas anti-CD25 pero
en este caso usamos € programa “Depletes’ y por tanto, recogimos la seleccion de

linfocitos T CD4+CD25- en lafraccion negativa del separador celular AutoMacs.

4.2.2.2 Estudios de viabilidad de linfocitos Treg tratados con bortezomib

(PKH/CD25/7AAD/CDA4).

Con € propésito de conocer € efecto que gerce € bortezomib sobre la
viabilidad de linfocitos Treg, nos planteamos cultivar durante 5 dias linfocitos T
CD4+CD25+ con linfocitos T CD4+CD25- de la misma muestra, en placas de 48

pocillos en ausenciay presencia de bortezomib.
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Con € fin de diferenciar en la poblacién de linfocitos T CD4+ las células CD25+,
separamos con microbolas magnéticas antiCD25 y marcamos con € colorante verde
fluorescente PKH, de esta manera podemos hacer un seguimiento celular in vitro. Para
este procedimiento empleamos el kit PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Mini Kit.
Este kit consta de una solucion acuosa (€l diluyente C) que mantiene la viabilidad de las
células, a la vez que maximiza la solubilidad del colorante y su eficiencia de tincion
durante e marcaje. 5x10° células CD4+CD25+, se resuspendieron en 250uL del
diluyente C. A esta solucion se le afiadié 250uL de la solucion de PKH (250uL del
diluyente C suplementado con 1uL de PKH 67). Las células se incubaron durante 4
minutos en oscuridad. Transcurrido este tiempo, agregamos 500uL de suero AB y
después de un minuto mas de tiempo, terminamos el proceso afiadiendo 1mL de medio
completo de RPMI. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se resupendieron en
medio completo. Una vez identificados los linfocitos T CD4+CD25+PKH+, esta
poblacién se mezclé de nuevo con los linfocitos T CD4+CD25- y 5x10° células de la
mezcla de ambas poblaciones se sembraron en una placa de 48 pocillos, en ausencia o
en presencia de diferentes concentraciones de bortezomib (100, 500 o 1000nM).
Planteamos tres situaciones distintas:
1. Control: Linfocitos T CD4+CD25+PKH+ y Linfocitos T CD4+CD25-
2. Cultivo mixto: los linfocitos T CD4+CD25+PKH+ y linfocitos T CD4+CD25-
co-cultivados con células mononucl eadas alogeénicas irradiadas con 15Gy
3. Cultivo estimulado de los linfocitos T CD4+CD25+PKH+ y linfocitos T
CD4+CD25- con anti-CD3 humano (5ug/mL) adherido a la placa y anti-CD28
humano soluble (2,5ug/mL). Se afiadio anti-CD3 en 100ul de PBS en cada
pocillo durante dos horas a 37°C, para favorecer su adherencia ala placa. Pasado
este tiempo se retird € anti-CD3 y blogued con medio completo durante una

horaa 37°C. Finalmente alamezclacdular sele afiadi6 anti-CD28.
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Transcurridos los 5 dias de cultivo se recogieron las células de la placa de 48
pocillos y se centrifugaron en tubos de citometria a 1200 rpm durante 10 minutos. Una
vez retirado e sobrenadante. Las cdlulas se resuspendieron en PBS y se marcaron con
CD25-PE y CD4-APC durante 15 minutos. Después de lavar con PBS, las células se
resuspendieron nuevamente en PBS y se llevd a cabo € marcge con 7-AAD.
Inmediatamente después las células se adquirieron en e citbmetro FACSCalibur y
utilizamos el programa informatico CellQuest®. Con el programa Paint-A-Gate se

analizo & porcentgje de células viables (7AAD-) de cada poblacion de estudio:
-Céulas T reguladoras PKH+CD25+
-Céulas T convencionales en reposo: PKH-CD25-

-Células T convencionales activadas: PKH-CD25+

4.2.2.3 Cultivosalargo plazo delinfocitos T CD4+ o CD4+CD25-

Con € fin de averiguar s un inhibidor de proteosoma era capaz de generar
linfocitos Treg in vitro, llevamos a cabo cultivos de cuatro semanas de duracion en
ausencia 0 presencia de bortezomib a una concentracion de 500nM. Cultivamos
linfocitos T CD4+ mediante una separacion inmunomagnética y € procedimiento se

puede resumir de la siguiente manera:
» 12SEMANA:

o0 Estimulamos linfocitos T CD4+ con anti-CD3 adherido a la placa

de cultivo y anti-CD28 soluble.

0 Agregamos bortezomib 500nM a los pocillos correspondientes a

partir de las primeras 48 horas cada 2 6 3 dias.
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22SEMANA

0 Repetimos laestimulacion con anti-CD3 y anti-CD28
0 Mantuvimos € tratamiento con bortezomib a 500nM.

0 Suplementamos e medio de todos los pocillos con IL-2 50U/mL

cada 2 6 3 dias con d fin de mantener la viabilidad de los

linfocitos T.

> 3FRSEMANA

0 Ejecutamos|os mismos pasos que en la segunda semana

> 42SEMANA

0 No estimulamos con anti-CD3/anti-CD28 ni expusimos €l cultivo

a farmaco.

0 Suplementamos el medio de todos los pocillos con IL-2 50U/mL.

Finalizadas las cuatro semanas de cultivo procedimos al estudio del fenotipo de

los linfocitos.

El mismo procedimiento de cultivo y andlisis de los linfocitos se llevo cabo a

partir de una poblacion de linfocitos T CD4+CD25-.

+-Bz +/-Bz

IL2 50U/mLS IL2 50U/mL IL2 50UML
vCD3/eCD28 0CD3/0CD28 0CD3/eCD28

+/-Bz +/-Bz
IL2 50U/mLs | IL230U/mLS IL2 S0U/mLS

000... . . . |yl vy

... 12 semana 2°semana  3* semana 42 semana

Fig 10: esquema ddl cultivo a largo plazo de linfocito T CD4+

>
w9
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4.2.2.3.1 Estudio del inmunofenotipo (CD25/CD127/CD4/FOXP3)

Una vez finalizadas las cuatro semanas de cultivo de los linfocitos T CD4+ y de
los linfocitos T CD4+CD25- en |as diferentes condiciones de cultivo, se hizo un estudio
inmunofenotipico con el objetivo de averiguar las poblaciones celulares resultantes. La
placa se centrifugd a 1200rpm durante 10 minutos, se retir0 e sobrenadante y se
recogieron las células en tubos de citometria. Las células se lavaron, se centrifugaron y
se marcaron con los anticuerpos de membrana (CD25-FITC, CD127-PE y CD4-
PerCPCy5.5.). Incubamos a temperatura ambiente y oscuridad durante 15 minutos.
Trascurrido este tiempo de incubacién las células se lavaron de nuevo con PBS, se
centrifugaron y se resuspendieron en 1mL de Fixation/Permeabilization Buffer (25%
fixation/permeabilization concentrate 75% de Fixation/Permeabilitation Diluent).
Incubamos a 4°C durante 30 minutos, lavamos en dos ocasiones con 2mL de 1X
Permeabilization Buffer y resuspendimos en 100ul de 1X Permeabilization Buffer. En
este momento anadioms el anticuerpo Foxp3-APC. Incubamos durante 30 minutos, a
4°C y oscuridad.  Finalmente centrifugamos a 2000rpm durante 5 minutos

resuspendimos en PBS y adquirimos la muestra en € citémetro de flujo.

4.2.2.3.2 Estudios de funcionalidad:

Para la realizacion de los estudios de funcionalidad se hicieron cultivos mixtos en
placas de 48 pocillos en proporcion 1:1 de linfocitos T CD4+ procedentes de los
cultivos a largo plazo junto con células alogeénicas activadas con anti-CD3/anti-CD28.
El objetivo de este cultivo mixto era averiguar si estas células generadas a largo plazo
eran capaces de suprimir la activacion y proliferacion de linfocitos T convencionales.

Las condiciones del cultivo fueron las siguientes:
1. Control de células mononucleadas

2. Céulas mononucleadas activadas con anti-CD3/anti-CD28
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3. Cocultivo de células mononucleadas y linfocitos T cultivados a largo plazo en

ausencia de bortezomib

4. Cocultivo de células mononucleadas y linfocitos T cultivados a largo plazo

expuestos a bortezomib a una concentracion de 500nM

La fraccion mononucleada, empleada en e cultivo, previamente se marcO con

PKH-67 segiin se explicaen €l apartado 4.2.2.3.

Para los estudios de proliferacion y seguimiento celular empleamos € col orante
verde fluorescente, PKH67 (kit MINI 67) que contiene colas de carbono aliféticas que se
incorporan a las regiones lipidicas de la membrana celular. De este modo si una célula
se divide, las moléculas de PKH incorporadas a la membrana se reparten entre las
células hijas siendo la pérdida de fluorescencia proporcional a grado de proliferacién
celular. La fluorescencia emitida por las células marcadas con PKH-67, se analiza por

citometriade flujo en FL-1.

Tras cuatro dias de cultivo, recogimos las células y procedimos a su estudio
mediante citometria de flujo. Empleamos dos combinaciones de anticuerpos

monoclonales;
o PKH/CD25/7-AAD/CD3

o PKH/IFN/CD3/CD40L

4.2.2.3.2.1 Estudio de proliferacion linfocitariac PKH/CD25/7-AAD/CD3

Recogimos las células mononucleadas con PBS en tubos de citometria y se incubaron
con CD25-PE y CD3-APC durante 15 minutos en oscuridad. Después de lavar con PBS
a 2000 rpm durante 5 minutos, seretird e sobrenadante y se resuspendieron en PBS. Se
ahadieron 5uL de 7-AAD e inmediatamente se adquirieron las células en € citbmetro

FACSCalibur. Se utilizd e programa Paint-A-Gate para € andlisis del porcentge de

48



Material y Métodos

células viables en proliferacion de las diferentes subpoblaciones de los linfocitos T

marcados con PKH:

0 PKH+debilCD25+: linfocitos T activados en estado de proliferacion

0 PKH+intensoCD25+: linfocitos T activados no proliferantes

0 PKH+intensoCD25-: linfocitos T en reposo

4.2.2.3.2.2. Activacion linfocitaria: PKH/IFN/CD3/CD40L

Para poder valorar la produccién de IFN y la expresion de CD40L afiadimos
Brefeldina A a cada una de las condiciones de |as placas de 48 pocillos 6 horas antes del
marcaje por citometria. Trascurrido este tiempo se recogieron las células en tubos de
citometria. EI marcaje de membrana se realiz6 con e anticuerpo monoclona anti-CD3
PerCP-Cy5.5. Incubamos durante 15 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad.
Para € marcgje intracitoplasmatico, utilizamos € kit Intrastain que permite fijar y
permeabilizar la membrana celular, manteniendo intacta la estructura, morfologia y
superficie de las células. Para ello, después del marcgje de de membrana se afiadieron
100uL de la solucion A (fijador celular) al tubo de citometria durante 15 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad. A continuacion, lavamos con PBS a 2000 rpm
durante 5 minutos. Tras retirar el sobrenadante, se afiadieron 100uL de la solucion B
para permeabilizar la membrana y afadir seguidamente los anticuerpos intracelulares:
I[FN-y PE (3uL/pocillo) y CD40L APC (5uL/pocillo). Las muestras se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente y en ausenciade luz. Tras lavar €l exceso de
anticuerpo, las células se re-suspendieron en 100uL de PBS para proceder a su

adquisicién en e citometro de flujo.
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4.2.2.4 Estudio de expresion génica de FOXP3

Para realizar 1os estudios de expresion génica de FOXP3, se extrgjo ARN total
deloslinfocitos T en estudio por medio del kit comercial de Qiagen AllPrep DNA/RNA
microkit (Valencia CA, USA). Después, se realizo una retrotranscripcion para obtener
ADNcopia de las muestras, segin €l protocolo aprobado por € Programa de “Europe
against Cancer” (177). La expresion del gen FOXP3 se analizé por PCR cuantitativa
utilizando ensayos comerciales (Hs01085835 m1 FOXP3 y Hs00245445 ml ABL1
como gen control) en el equipo ABI PRISM 7900HT Sequence Detection. La expresion

relativa de FOXP3 se determing segiin laférmula 22, donde ACt=CtFOXP3-CtABL1.

4.2.3. Estudiosin vitro de CDstratadas con bortezomib

4231 Generacion de CDs

Las CDs son importantes reguladoras de la respuesta inmune celular. Las CDs
mieloides, se pueden generar a partir de monocitos CD14 positivos. Esta poblacion
CD14 positiva se separ6 inmunomagnéticamente mediante un separador celular

AutoMacs de la fraccion mononucleada procedente de un concentrado |eucoplaguetar.

Los monocitos resultantes de la separacidn inmunomagnética se mantuvieron en
cultivo durante 7 dias en placas de 48 pocillos a una concentracion de 1 x10%mL. La
diferenciacion de las CDs se consiguid suplementando un medio de cultivo completo de
RPMI con 1000 U/mL de GM-CSF y 1000 U/mL de IL-4. A estos cultivos se les
cambié el medio losdias 3y 5. Con € objetivo de activar y madurar las CDs, € dia5 de
cultivo adicionamos al medio TNFa 20ng/mL y LPS 1lpg/mL. De modo que

establecimos 2 grupos de CDs de estudio:

0 CDs no estimuladas o inmaduras (cultivadas en RPM1 + suero AB + 1000 U/mL

de GM-CSF + 1000 U/mL de IL-4)
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0 CDs estimuladas o maduras (cultivadas en RPMI + suero AB + 1000 U/mL de

GM-CSF + 1000 U/mL de IL-4 + TNFo 20 mg/mL + LPS 1ug/mL)

Analizamos €l efecto del bortezomib en los dos grupos de CDs a estudio a dosis
crecientes del farmaco. Las concentraciones empleadas estuvieron comprendidas entre
OnM (control) y 50nM. La droga se afiadio desde € primer dia de cultivo y se renovo

en |os correspondientes cambios de medio, alos dias 3y 5 de cultivo.

4.2.3.1.1. Andlisisinmunofenotipico de CDs tratadas con bortezomib

Para evaluar inmunofenctipicamente las CDs hicimos estas cuatro

combinaciones de anticuerpos monoclonales:

e CDg3, CD56, CD14, CD19-FITC/CD40-PE/HLADR-PerCP-Cy5.5

e CDg3, CD56, CD14, CD19-FITC/CD80-PE/HLADR-PerCP-Cy5.5

e CD3, CD56, CD14, CD19-FITC/CD83-PE/HLADR-PerCP-Cy5.5

e CD3, CD56, CD14, CD19-FITC/CD86-PE/HLADR-PerCP-Cy5.5

Estos tubos de citometria se montaron los dias 3, 5y 7 de cultivo con € fin de
averiguar el momento de la diferenciacién de los monocitos a CDs asi como su grado de
maduracion. Para dlo, las placas de 48 pocillos se colocaron en hielo durante 30
minutos y se recogieron las células con pipetas Pasteur y PBS frio en tubos de
citometria. Las suspensiones celulares se marcaron con €l panel de anticuerpos descrito
anteriormente. Trascurridos los 15 minutos de incubacion se lavaron, centrifugaron y se
adquirieron las células en €l citdbmetro FACSCalibur. Los eventos se analizaron en esta

ocasion con € programainfonicyt 1.1.
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4.2.3.1.2. Estudios de viabilidad de CDs tratadas con bortezomib

Para € andlisis de la viabilidad celular de las CDs a los 7 dias de cultivo
empleamos e kit de AnexinaV, 7-amino-actinomicinaD, (7-AAD) de BD para
citometria de flujo. Las placas de 48 pocillos se colocaron en hielo durante 30 minutos y
se recogieron las células en tubos de citometria con PBS frio. Las células se marcaron y

centrifugaron con la siguiente combinacion de anticuerpos:

e CDg3, CD56, CD14, CD19-FITC/Anexina-V-PE/7-AAD

El marcgje de este tubo de citmetria comenzé con € Kit de exclusion de CDs
(CD3, CD14, CD19, CD56 en FITC). Incubamos 15 minutos, lavamos con PBS y
resuspendimos las células en 100pL de Binding Buffer. En este momento transferimos
las células marcadas a tubos Trucount para la cuantificacién, en nimero absoluto, de
células positivas anexina-V. Finamente se afiadieron 5ulL de anexinaV-PE y 5uL de 7-
AAD. Trascurridos 15 minutos de incubacion se adquirieron las células en €l citometro
de flujo FACSCalibur, empleando e programa CellQuest® y e andisis de las células

viables sellevo a cabo con e programa Paint-A-Gate.

Se calculd € numero (N°) absoluto de eventos que expresan e marcador de

apoptosis anexinaV En base ala siguiete ecuacion matematica

N° de eventos anexinaVv N° de bolas de cada ensayo

N° absoluto de eventos Volumen de lamuestra

4.2.3.1.3. Estudios de Western Blot

Mediante estudios por Western Blot se valoré los mecanismos implicados en la

apoptosis inducida por el bortezomib alas CDs.
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Con este fin evaluamos la expresion de la caspasa 3, caspasa 8 y la caspasa 9 alos
5y 7 dias de los cultivos de generacion de CDs a partir de monocitos, estimuladas o no

con TNFa o LPS y tratadas o no con bortezomib a 10 y 50nM.

Trascurridos los tiempos de cultivo, las placas se colocaron en hielo durante 30
minutos y se recogieron las células. Las células se lisaron en un volumen comprendido
entre 250-400pL de tampon de lisis (140mM NaCl, 10mM EDTA, 10% glicerol, 1%
nonident P-40, 20mM Tris (pH 8.0), ImM pepstatina, 1pg/mL aprotinina, 1pg/mL
leupepting, ImM PMSF, 1mM sodio ortovanadato) durante 5minutos en hielo. Las
células se centrifugaron a 13000 rpm a 4°C durante 10 minutos y los sobrenadantes se
transfirieron a tubos de microcentrifuga limpios. La cantidad de proteina de los
sobrenadantes se cuantificd por el método de Bradford.

Para llevar a cabo € estudio, las proteina fueron desnaturalizadas con tampdn de
carga de electroforesis 4X (8% SDS; 0,05% azul de Bromofenol; 40% glicerol y 200
mM Tris-HCI pH 6,8), calentandolas en un bafio seco a 100°C durante 5 minutos.

Tras ser hervidas, las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
preparados segun Laemmli. El porcentaje de poliacrilamida fue variable dependiendo
del peso molecular de la proteina a estudiar. La electroforesis se llevé a cabo en cubetas
verticales aplicando un voltagje de 100-150V.

Los geles se transfirieron a membranas de PDVF en una solucion de transferencia
(Tris 25mM, glicina 192mM; metanol 10% v/v) aplicando un voltge constante de 20V
durante 14h. A continuacion, las membranas se bloguearon durante una hora en
agitacion suave con solucion de bloqueo (1 % abumina de suero bovino y 0,05% azida
sddica en solucion de lavado de Western Blot (10mmol/L  Tris, pH 7.5;
150mmol/L NaCl; 0,1 % Tween 20)). Tras ser bloqueadas, |as membranas se incubaron,
con los anticuerpos primarios anti-caspasa 3 de congjo (1:30000), anti-caspasa 8
(1:1000) y anti.caspasa 9 (1:1000) durante un periodo de 16 horas a 4°C. Seguidamente
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se incubaron con sus pertinentes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de
rabano (HRP) conjugada con anticuerpo antiraton y anticongjo. Finalmente las bandas
se visualizaron mediante la reaccion de la peroxidasa potenciada por luminol y

parai odofenol sobre peliculas Fujifilm.

4.2.3.1.4. Determinacion de la actividad de la enzima indol amina-2,3-dioxigenasa

La enzima indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO) esta implicada en € catabolismo
del triptéfano a quineurina. El triptéfano es un aminoacido esencial, necesario para la
proliferacion linfocitaria. Las CDs pueden expresar actividad IDO con lo que pueden
inducir una respuesta tolerogénica. Un método disponible para determinar la actividad
de la enzima IDO es la relacion entre quineurina y triptéfano en € sobrenadante, de
cuerdo con en e protocolo de Alegrey col (178).

El estudio de la actividad de la enzima IDO se llevd a cabo en los cultivos de
generacion de CDs a partir de monocitos, estimuladas o no con TNFa y LPS, expuestos
a dosis 0, 10 6 50 nM de bortezomib. Se calcul6 la concentracion de quineurina y
triptéfano en e sobrenadante de cada pocillo alos 3, 5y 7 dias de cultivo. Se utilizd un
cromatografo de liguidos de ata presion (HPLC) equipado con una columna de agua
C-18 de 150 mm de largo y 4.5 mm de didmetro interno. La fase mévil consistio en
acetonitrilo (pH 4.0) y el detector se gjustd a una longitud de onda de 360 nm para la

quineurinay 285 nm para €l triptofano.

4.2.3.2. Cocultivo linfocitos Ty CDs

Los linfocitos T se separaron inmunomagnéticamente a partir de células
mononucleadas. Empleamos 2x10° de linfocitos T como células efectoras y CDs
derivadas de monocitos (generadas segun € apartado 4.2.3.1) como céulas
estimuladoras en una proporcion 5:1 en placas de 48 pocillos. Utilizamos para la

activacion de los linfocitos T, CDs maduradas (con TNFa y LPS) y sin madurar en
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presencia de bortezomib a0, 10 6 50nM. A los 4 u 8 dias de cultivo los linfocitos T se
reestimularon con CDs del mismo donante en este caso en una proporcion de 10:1 y €l
medio se suplementd con IL-2 20U/mL para mantener la viabilidad de los linfocitos T.
A los 3 dias de cocultivo y a las 48 horas de la primera y segunda re-estimulacion
Ilevamos a cabo los estudios de citometria de flujo y ELISA con € fin de andlizar la

activacion de las células efectoras y sus caracteristicas.

4.2.3.2.1. Estudio inmunofenotipico de loslinfocitos T efectores

El estudio inmunofenotipico de los linfocitos T efectores cocultivados con CDs
se hizo a los tres dias de los cocultivos y a las 48 horas después de las re-

estimulaciones. Empleamos | as siguientes combinaciones de anticuerpos:
0 CD25-FITC/CD3-PE/CD4-PerCP-Cy5/CD40L-APC
0 CD25-FITC/INF-PE/CD4-PerCP-Cy5/CD40L-APC

Para poder valorar la produccion de IFN y la expresion de CD40L se afiadié Brefeldina
A 10pg/mL a los cultivos 6 horas antes del marcaje por citometria. De este modo se
inhibe la secrecion de citoquinas a sobrenadante durante ese periodo de tiempo de 6

horas.

La placa de 48 pocillos se colocd en hielo durante 30 minutos y se recogieron las
células en tubos de citometria con pipetas Pasteur. Se centrifugaron los tubos y se
anadieron los anticuerpos de membrana (CD25, CD3, CD4). Incubamos 15 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente afiadimos 100ul de solucién A del
Kit de permeabilizacion IntraStain, a cadatubo y se incubaron durante otros 15 minutos
en las mismas condiciones ambientales. Trascurrido este tiempo se lavaron las células
con PBS vy se centrifugaron a 2000rpm durante 5 minutos. Retiramos e sobrenadante y
se afadiéo 100ul de la solucion B del Kit de permeabilizacién IntraSain, y los

anticuerpos intracitoplasmaticos (IFN-y PE y CD40L APC). Las células se incubaron de
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nuevo durante 15 minutos, se lavé € exceso de anticuerpo con PBS'y se re-suspendio el
precipitado celular en 100ul de PBS para la adquisicion de los tubos en el citometro de
flujo (FACSCdlibur). El andlisis de los resultados se realiz6 mediante € programa

infinicyt 1.1.

4.2.3.2.2. Determinaciéon de IL-2, IFNa e IL-10 por medio de

enzimoinmunoanalisis

En e mismo momento que se hicieron los estudios de citometria a los tres dias del
cocultivo y 48 horas después de |as reestimulaciones se recogieron los sobrenandantes
para la determinacion de citoquinas IL2, IFNa e IL10. El test de enzimoimnunoanalisis
(ELISA) se basa en una reacciéon antigeno-anticuerpo, en la que una de las fases
reaccionantes esta inmovilizada en una superficie celular sélida. La unién antigeno-
anticuerpo se revela mediante € uso de conjugados de tipo enzimatico y la adicién de
un sustrato que produce color al reaccionar con la enzima. Todas las medidas se

Ilevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante (DIACLONE).

4.2.4 Estudiosin vitroein vivo del efecto sinérgico de bortezomib y

sirolimus

4.2.4.1 Estudios de activacion, viabilidad y proliferacién linfocitaria in vitro con
bortezomib y sirolimus

Los estudios de activacion, viabilidad y proliferacion celular se redlizaron en

placas de 96 pocillos con & fondo en U bajo dos condiciones de cultivo:

o Células control: 2x10°200ul en cada pocillo
0 Células estimuladas con anti-CD3 humano (5ug/mL) adherido a la
placa y anti-CD28 humano soluble (2,5ug/mL). 2X105/200},l1 en cada

pocillo
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Los 2 tipos de cultivos se analizaron al cabo de 48 'y 96 horas:

- enausenciay presenciade bortezomib a distintas concentraciones (10, 100, 1000
y 10000nM),

- en ausenciay presencia de sirolimus a distintas concentraciones (0.05, 0.5, 5,
50, 500nM) 0

- en presencia de la combinacion de ambas drogas a las concentraciones

seleccionadas (bortezomib a 100nM y sirolimus 0.5 6 5nM).

42411 Estudios de activacion linfocitaria a las 48 horas de cultivo

(CD25/IFN- y/CD3/CD40L).

Para poder analizar la activacion linfocitaria a las 48 horas, se afiadié Brefeldina

A 10pg/mL 6 horas antes del marcaje por citometria a todas las condiciones de cultivo.

Transcurridas las 6 horas, se centrifug6 la placa de 96 pocillos a 1200 rpm durante
10 minutos y se retird e sobrenadante. El marcgje de membrana se realizd con los
anticuerpos monoclonales CD3 PerCP-Cy5.5 y CD25 FITC durante 15 minutos en la
misma placa de cultivo, a temperatura ambiente y en oscuridad. Para el marcae de
antigenos intracelulares, se utilizé el kit Intrastain, por lo que se afiadieron 100uL de la
solucion A (fijador celular) que se mantuvo a temperatura ambiente y en oscuridad
durante 15 minutos. A continuacién, se lavé con PBS a 2000 rpm durante 5 minutos.
Tras retirar el sobrenadante, se afiadieron 100uL de la solucién B y seguidamente los
anticuerpos intracelulares: IFN-y PE (3uL/pocillo) y CD40L APC (5uL/pocillo). Las
muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente y en ausencia de luz.
Tras lavar el exceso de anticuerpo, las células se re-suspendieron en 100puL. de PBS para
proceder a su adquisicion en e citometro de flujo FASCalibur empleando € programa
informético CellQuest®. Para el andisis de los resultados se utiliz el programa

Infinicyt 1.1.
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42412 Esudios de viabilidad celular a las 48 horas de cultivo

(CD25/AnexinaV/7-AAD/CD3)

Para € andlisis de la viabilidad celular empleamos € kit de AnexinaV, 7-
amino-actinomicinaD, (7-AAD) de BD para citometria de flujo. La anexina V es un
marcador de apoptosis, mientras que la 7AAD se une a ADN sefiadlando asi €
fraccionamiento y muerte celular. La placa de 96 pocillos se centrifugd a 1200 rpm
durante 10 minutos. Una vez retirado €l sobrenadante se afiadieron 100uL de PBS a
cada pocillo para resuspender las cdlulas y se recogieron en tubos de citometria. Las
células mononucleadas se incubaron con CD25-FITC y CD3-APC durante 15 minutos.
Después de lavar con PBS, centrifugamos a 1200 rpm durante 10 minutos, retiramos €l
sobrenadante y afadimos 100uL de Binding Buffer 1x. En este momento empleamos €
kit de anexina/7AAD de BD y en cada tubo afadimos 5uL de anexinaV-PE y 5uL de
7-AAD. Incubamos 15 minutos y después de ese tiempo se agregaron 400uL de
Binding Buffer 1x e inmediatamente se adquirieron las células en & citémetro de flujo
FACSCalibur. Adquirimos un total de 30000 eventos, utilizando e programa
informatico CellQuest® y los eventos se analizaron mediante @ programa: Infinicyt 1.1.

Consideramos células viables |os eventos Anexinay 7-AAD negativos.

42413 Estudios de proliferacion vy viabilidad linfocitaria a las 96 horas de

cultivo. (PKH/CD25/7-AAD/CD3).

Para los estudios de proliferacion celular las células se marcaron con PKH tal y
como se expone en e apartado 4.2.1.2. El PKH es Util paralos estudios de proliferacion

asi como para el seguimiento celular tanto in vitro como in vivo.

Cumplidas las 96 horas de cultivo, la placa se centrifugo a 1200 rpm durante 10
minutos, se retird el sobrenadante, resuspendimos las células en 100ul de PBS y

adicionamos los anticuerpos monoclonales CD25 PE (5uL/pocillo) y CD3 APC
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(3uL/pocillo). Se incubaron durante 15 minutos en oscuridad. Posteriormente, se
centrifugd la placa y se lavaron todos los pocillos con PBS para eliminar el exceso de
anticuerpo. Tras retirar el sobrenadante, las células se resuspendieron y se recogieron
con PBS en tubos de citometria debidamente rotulados donde se llevé a cabo € marcaje
con la 7-AAD (5uL/tubo). Inmediatamente después los eventos se adquirieron en €
citdmetro de flujo FACSCalibur utilizando e programa informético CellQuest®. El
andlisis de los eventos se llevé a cabo mediante el programa PAINT-A-GATE-PRO™
con @ que se selecciond la poblacion CD3 positiva y 7-AAD negativa para
posteriormente, con e programa ModFit LT for Mac analizar la proliferacion celular en
base ala pérdida de intensidad del marcador verde flourescente PKH. También pudimos
analizar la viabilidad celular evauando e porcentgje de eventos 7-AAD negativos,

mediante el programa Infinicyt 1.1.

4.2.4.2 Estudio de citoquinas solubles.

Para poder realizar el andlisis de las citoquinas solubles partimos de 100ul de
sobrenadante obtenidos de cultivos de linfocitos T estimulados con anti-CD3/anti-CD28
durante 48 horas, tratados con:

-sirolimus: concentracion 0,5 o 5nM

-Bortezomib: 100nM

-sirolimus 0,5 0 5nM y bortezomib 100nM

En el estudio se empled e Kit comercial BD™ Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2 Cytokine Kit I, que nos permitio estimar la cantidad de |as citoquinas

solubles: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y presente en el sobrenadante.

El protocolo de preparacion se llevo a cabo de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante. En primer lugar, reconstituimos €l estandar liofilizado con 2ml de Assay

Diluent. A partir del estandar preparamos diluciones seriadas de concentraciones
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conocidas, de manera que podemos establecer una recta patrén. A continuacion, se
prepard la mezcla de las esferas de captura para cada una de | as citoquinas a determinar.
Cada uno de los tipos de esferas emite una fluorescencia de diferente intensidad que se
detecta en FL3, |0 que nos permite realizar un andlisis simultaneo de las seis citoquinas

solubles.

Una vez preparados todos los reactivos necesarios, se mezclaron 50uL de las
esferas de captura, S0uL de cada una de las diluciones estandar o 25uL. de la muestra
problema y 50uL del anticuerpo de deteccion (conjugado en PE). Incubamos durante 3
horas a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se afladié 1mL de Wash Buffer
y centrifugamos a 200g durante 5 minutos, retiramos €l sobrenadante y re-suspendimos
en 300uL de Wash Buffer. Adquirimos en un citometro FACSCalibur, utilizando el
programa BDCellQuest software. El andlisis de datos se desarrolla con € programa BD

CBA Software.

4.2.4.3 Estudios Western Blot en Linfocitos T

Nos planteamos los estudios de Western Blot para valorar las vias implicadas en

laactivacion y proliferacion de los linfocitos T, tales como pAkt y pErk.

Realizamos cultivos de una concentracion de 1x10° célulasmL de la linea
celular T Jurkat en RPMI complementado con suero bovino fetal y antibiGtico en
placas de 6 pocillos y estimuladas con anti-CD3(5ug/ml)/anti-CD28 (2.5ug/ml). Se

establecen | as siguientes condiciones de cultivo incubados a 48 horas:

1. Cédulas Jurkat control

2. Céulas Jurkat estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 en ausencia de las drogas

3. Céulas Jurkat estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 en presencia de las drogas

a. Bortezomib 100nM
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b. Sirolimus 5nM
c. Bortezomib 100nM més sirolimus 5nM

Para llevar a cabo € estudio, las células se procesaron de la misma manera que
hemos expuesto en € punto 4.2.3.6. Unicamente sefialar que |os anticuerpos primarios
empleados fueron anti-pAkt de congjo (1:500), anti-pErk de ratén (1:500) y anti-

otubulina.

4.2.4.4 Modelo murino de EICH

Para la generacion de EICH murino empleamos como donantes ratones machos
de entre 8 -10 semanas de la cepa C57BL/6 con haplotipo H2" y como receptores
ratones hembras de entre 8-10 semanas de la cepa BALB/c con haplotipo H2%. De esta
manera se consigue un modelo de incompatibilidad HLA para generar EICH
comparable a la que sucede en humanos. Mediante citometria de flujo, es posible la
identificacion de las células procedentes tanto del donante como del receptor en los
ratones trasplantados, debido a la existencia de anticuerpos monoclonales especificos
para cada cepa de raton. De este modo se puede conocer e quimerismo a diferentes

tiempos post-trasplante.

Se andizaron los efectos de los diferentes fa&rmacos por separado o la
combinacién de sirolimus y bortezomib o sirolimus y CsA, sobre la aparicion de EICH

y lasupervivencia de cada grupo experimental.

42441 Céulasempleadasen € trasplante

En e model o de trasplante alogénico murino utilizamos:

0 MO procedente de los fémures y las tibias de los ratones donantes. Se
introdujo RPMI a presion por e canal medular de los huesos usando

agujas de 25G (0,5 x 16mm). La solucién celular resultante se hizo pasar
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a través de filtros de 40pm de poro. Después del lavado de las células se

procedi6 a un recuento celular mediante una camara de Neubauer.

0 Cédulas maduras del bazo del raton donante, fundamentales para la
generacion de EICH en € raton receptor. El bazo se disgrego
mecanicamente con dos portas esmerilados. El producto obtenido se
filtro a través a de 40um de poro y de la misma manera que con la MO
tras €l lavado de las células se determiné e numero de células de las que

disponiamos.

Las dos soluciones celulares se resuspendieron de modo que a cada ratén
receptor se leinyectd 5x10° células de MO asociado 0 no a5 6 10x10° células del bazo

en 300ul de RPMI.

42442 Famacos

0 El bortezomib se infundié por via intravenosa a una dosis de lug/raton en un

volumen de 200ul de RPMI los dias 0, +1 y +2 post-trasplante.

o El sirolimus se administré por via intra-peritoneal a una dosis de 0.25mg/Kg de
peso por raton en un volumen de 200ul de suero fisioldgico los dias del 0 a +12

post-trasplante.

0 LaCsA sesuministré por viaintraperitoneal a unadosis de 10 a 15mg/Kg por raton

en un volumen de 200ul de suero fisioldgico los dias 0 a +12 post-trasplante.

42443 Irradiacion

El proceso de irradiacion se llevé a cabo empleando una fuente de Cesio 137,
mediante un irradiador de muestras bioldgicas Gammacell 1000 que consta de dos

partes:
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-un contenedor fijo de la fuente radiactiva encapsulada en plomo

-un rotor que contiene un canister donde se introducen los ratones y cuya base

rotatoria permite una exposicion homogeénea de la muestra a la fuente.

L os ratones receptores se sometieron a una irradiaron corpora letal de 850cGy

dividida en dos fracciones de 425cGy separadas por 4 horas.

4.2.4.4.4 Trasplante

Dos horas después de la segunda irradiacion procedimos al trasplante de los
ratones receptores. El raton receptor se inmoviliza en una jaula donde con una bombilla
infrarroja de calor conseguimos dilatar las venas laterales de su cola. Inmediatamente
después administramos con una jeringa TERUMO MY JECTOR de 0,5mL y una aguja
montada de 27x1/2"-0,4x12mm una infusién de 5 x 10° células de MO asociado 0 no a

56 10 x 10° esplenocitos de ratones donadores en 300ul de RPMI.

42445 Experimentos murinos

Los ratones receptores después de ser irradiados se estabularon en jaulas

estériles con cobertor en aisladores de aire filtrado y presion positiva.

Todos los ratones de cada jaula recibieron € mismo tratamiento y se valoro
individualmente dos veces a la semana la variacion del peso asi como la aparicion de
otros signos de EICH (postura, actividad, erizamiento del pelo e integridad de piel)
empleando una escalade 0-2 (CITA).

4.2.4.4.5.1 Modelo murino de EICH en € que valoramos € efecto sinérgico de
bortezomib y sirolimus

Con objeto de valorar € posible efecto sinérgico de bortezomib y sirolimus en
modelos murinos con EICH, trabgjamos con 6 grupos experimentales. Cada uno de los
cual es estaba compuesto por 5 ratonesy el experimento se repitio un minimo de 2 veces

por grupo.
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1. TBI (total body irradiation): Control de irradiacion.

2. MO: Control de MO (infusién de 5 x10° células de MO).

3. EICH: Control de EICH (infusién de 5 x10° células de MO + 5 6 10x10°
esplenocitos).

4. EICH+Bz Tratamiento con Bortezomib del EICH (infusién de 5x10° células
de MO + 5/10x10° esplenocitos+ Bortezomib 1pg/ratén a 10nM en 200ul iv
losdias 0, +1y +2 postrasplante).

5. EICH+srolimus. Tratamiento con sirolimus del EICH (infusion de
5x10°células de MO + 5/10x10° esplenocitos + sirolimus 0.25mg/K g/ratén
en 200ul ip los dias 0 a +12 postrasplante).

6. EICH+Bz+sirolimus. Tratamiento con Bortezomib y sirolimus del EICH
(infusién de 5x10° células de MO + 5/10x10° esplenocitos + Bortezomib
Ipg/raton a 10nM en 200ul iv los dias 0, +1 y +2 post-trasplante + sirolimus

0.25mg/Kg/raton en 200ul ip los dias 0 a +12 post-trasplante).

Grupo 850cGy MO BAZO Bortezomib Sirolimus

5x10° 5/10x10° 1pg/ratén  0.25mg/Kg

1. TBI S| - - - -
2. MO Sl Sl - - -
3. EICH S| S| Sl - -
4. EICH+Bz Sl Sl Sl Sl -
5. EICH+Sirolimus Sl Sl Sl - Sl
6. EICH+Bz+Sirolimus Sl Sl Sl Sl Sl

Tabla 4: grupos de tratamiento del modelo de ratén realizados, con €l fin de evaluar €l

efecto sinérgico de bortezomib y sirolimus
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Fig 11: modelo murino de EICH empleando como profilaxis € efecto sinérgico
de bortezomiby sirolimus.

4.2.4.4.5.2 Modelo murino de EICH con € que valoramos € efecto sinérgico

de CsA y sirolimus

Con € propdsito de valorar € efecto sinérgico de CsA y sirolimus, trabajamos
con 6 grupos experimentales. Cada uno de ellos estaba compuesto por 5 ratones y €

experimento se repitid como minimo 2 veces por grupo.

1. TBI (total body irradiation): Control deirradiacion.

2. MO: Control de MO (infusién de 5 x 10°)

3. EICH: Control de EICH (infusion de 5 x10° células de MO + 10x10°
células de bazo).

4. EICH+CsA: Tratamiento con CsA del EICH (infusién de 5x10° cdlulas
de MO + 10x10° células de bazo + CsA 10-15mg/Kg raton en 200pl ip

los dias 0 a+12 post-trasplante).
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5. EICH+sirolimus. Tratamiento con sirolimus del EICH (infusién de
5x10° células de MO + 10x10° células de bazo + sirolimus
0.25mg/Kg/raton en 200ul ip los dias 0 a +12 postrasplante).

6. EICH+CsA+sirolimus. Tratamiento con CsA y sirolimus del EICH
(infusién de 5x10° células de MO + 10x10° células de bazo + CsA 10 a
10mg/Kg/ratén en 200ul ip los dias 0 a +12 post-trasplante + sirolimus

0.25mg/Kg/raton en 200ul ip los dias 0 a +12 post-trasplante).

Grupo 850cGy MO BAZO CsA Sirolimus

5x10° 5/10x10° 10-15mg/Kg  0.25mg/Kg

1. TBI S| - - - -
2. MO Sl Sl - - -
3. EICH S| S| S| - -
4, EICH+CsA Sl Sl Sl S| -
5. EICH+Sirolimus S S| S| - S|
6. EICH+CsA+Sirol. Sl Sl Sl S| Sl

Tabla 5: grupos de tratamiento del modelo de ratén realizados con € fin de

evaluar € efecto sinérgico de CsAy sirolimus
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Fig 12: modelo murino de EICH empleando como profilaxis e efecto sinérgico de CsA 'y

sirolimus.

4.2.4.4.5.3 Modelo murino de EICH parala evaluacion de la respuesta inmune

frente a otros antigenos

En este modelo experimental empleamos como donantes a ratones BALB/c que
previamente habian sido trasplantados con MO y esplenocitos de C57BL/6 y habian
recibido como profilaxis de EICH bortezomib y sirolimus (ratones pertenecientes a
grupo 6 del apartado 4.2.4.7.5.1.) y no habian desarrollado EICH en € dia +40. Como
receptores empleamos ratones NOD/SCID que fueron irradiados subletalmente con
300cGy. Trabagjamos con dos grupos experimental es de ratones NODSCID:

1. Grupo MO de NOD/SCID: recibian por viaiv 5x10° de MO
2. Grupo EICH de NOD/SCID: recibian por via iv 5x10° de MO y

5x10° esplenocitos.
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Grupo 300cGy MO deBALB/c BAZO deBALB/c
NODSCID 5x10° 5x10°
1. MO Sl Sl -
2. EICH Sl Sl S|

Tabla 6: grupos de tratamiento del modelo de ratdn utilizado para valorar |a respuesta inmune

frente a otros antigenos

C5TBLIG «» MO
# _ Baio Bortezomib iv =
: - e — e .. Mo
— Nz S — &2 —> 2
850cGy o . Basg TRASPLANTE
BALBlc TRASPLANTE Strolimus ip
e i 300cGy
e NODSCID &

===

Fig 13: modelo murino de respuesta inmune frente a otros antigenos

4.2.4.4.5.4 Modelo murino de EICH para la evaluacion del  efecto del injerto

contra tumor

En este modelo experimental empleamos ratones C57BL/6 como donante y
ratones BALB/c que se irradiaron letalmente con 850cGy. Se establecieron dos grupos
experimentales un control trasplantado con MO y célula WEHI 3b d+ clon 17.3 GFP+
detectable en FL-1 por citometria de flujo y un grupo al que se generé EICH y se le

administré células WEHI 3b d+ clon 17.3 GFP+:

1.  grupo MO + WEHI: recibieron 5x10° de MO de C57BL/6 y 4x10*

células WEHI

2. grupo EICH tratado con Bortezomib y sirolimus + WEHI: se les

administré 5x10° de MO y 5x10° esplenocitos de C57BL/6 junto con
68



Material y Métodos

4x10* células WEHI y como profilaxis de EICH bortezomib 1pg/raton
por viaiv los dias 0 a +2 post-trasplante y sirolimus 0.25mg /K g/raton

por viaip los dias 0 a+12 post-trasplante.

Grupo 850c MO BAZO WEHI Bz+S

Gy  5x10°  5x10° 4x10*

1. MO +WEHI Sl Sl - - -

2. EICH +Bz +S+ WEHI S| S| S| S| S|

Tabla 7: grupos de tratamiento del modelo de raton llevado a cabo para comprobar €
efecto de injerto contra tumor

_ 1% o
CS7BL/6 LL Sx106 céls

x10¢ céls Bortezomib iv 1pg/raton

S
& I Q Dias 0, +1 v +2 post-trasplante
£ Bazo Dia 0
. 56 10x10°céls
X o WS
> (Q‘“‘)_’
850cGy

BALB/c / TRASPLANTE Sirolimus ip 0.25mg/Kg
Dias 0 a +12 post-trasplante

A (-
o )
({ :, g s
e | RGO
(ﬁz{

e

Fig 14: Modelo murino realizado con e objetivo de comprobar el efecto del injerto contra

tumor
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42446 Andisispor citometriadeflujo

Con objeto de analizar e momento del quimerismo, la evolucion del trasplante
asi como evaluar por separado los efectos de los farmacos empleados de forma
individual o combinados, se sacrificaron ratones a diferentes dias post-trasplante y se

analizo mediante citometria de flujo la sangre periférica, laMO y € bazo.

El panel utilizado fue €l siguiente:

e H2Db-FITC/H2Dd-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD34-Alexafluor

e H2Db-FITC/H2Dd-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD3-Alexafluor

425 Andlisisestadistico.
Se calcularon lamediay desviacion estandar y la medianay € rango para cada
variable. Para evaluar € efecto de los farmacos sobre |as distintas variables analizadas

seempled e test ANOVA olaT de student para datos pareados.

La supervivenciade los ratones en e modelo de EICH fue calculada desde € dia
del trasplante hasta la muerte por cualquier causa usando la estimacion de Kaplan-

Meier.

Para la comparacion entre las curvas de evolucion de los signos de EICH de los

ratones post-trasplante se empled el test de model o general de medidas repetidas.

Para la mayoria de los andlisis estadisticos se usd € programa SPSS software
program (SPSS 11.0 Inc. Chicago IL. USA). Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando el valor de p<0.05.
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5.1 CAPITULO UNO: BORTEZOMIBY LOSLINFOCITOST REGULADORES

Nuestro grupo ha demostrado previamente que el bortezomib elimina de manera
selectiva los linfocitos T alorreactivos, preservando aquellos linfocitos T no activados.
Esta propiedad es fundamental para establecer el uso del bortezomib en & contexto del
trasplante alogénico para la prevencion de la EICH. En este sentido los linfocitos Treg
estan implicados en € control de la EICH y nos hemos propuesto determinar e efecto
que gerce e bortezomib sobre esta subpoblacion. Para ello, llevamos a cabo cultivos
con linfocitos T CD4+ convencionales o reguladores (CD4+CD25+), separados por
bolas inmunomagnéticas. Observamos que los linfocitos Treg con fenotipo
CD4+CD25+ eran resistentes a efecto pro-apoptético del bortezomib.  Una vez
establecida la resistencia de los Treg a la accion del bortezomib, se cultivaron linfocitos
T CD4+ activados con anti-CD3/anti-CD28 durante cuatro semanas en presencia de IL-
2 y bortezomib a una concentracion de 500nM para averiguar si este farmaco era capaz
de dar lugar a una poblacion enriquecida en linfocitos Treg in vitro. A pesar de no
aumentar el nimero de linfocitos Treg de forma significativa, en cocultivos con otras
células mononucleadas alogénicas, estos linfocitos T CD4+ cultivados a largo plazo en
presencia de bortezomib fueron capaces de disminuir la proliferacion, la produccion de

IFNy y la expresion de CD40L de otros linfocitos T alogénicos.

En términos globales, nuestros resultados respaldarian €l uso de bortezomib en
la prevencion de la EICH, asi como en otras enfermedades mediadas por células T

debido a su gran capacidad para preservar y generar linfocitos con funciones supresoras.
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Background

In vitro depletion of alloreactive T cells using the proteasome inhibitor bortezomib is a
promising approach to prevent graft-versus-host disease after allogeneic stem cell trans-
plantation. We have previously described the ability of bortezomib to selectively eliminate
alloreactive T cells in a mixed leukocyte culture, preserving non-activated T cells. Due to
the role of regulatory T cells in the control of graft versus host disease, in the current man-
uscript we have analyzed the effect of bortezomib in regulatory T cells.

Design and Methods

Conventional or regulatory CD4" T cells were isolated with immunomagnetic microbeads
based on the expression of CD4 and CD25. The effect of bortezomib on T-cell viability
was analyzed by flow cytometry using 7-amino-actinomycin D staining. To investigate
the possibility of obtaining an enriched regulatory T-cell population it vitro with the use of
bortezomib, CD4* T cells were cultured during four weeks in the presence of anti-CD3
and anti-CD28 antibodies, IL-2 and bortezomib. The phenotype of these long-term cul-
tured cells was studied, analyzing the expression of CD25, CD127 and FOXP3 by How
cytometry, and mRNA levels were determined by RT-PCR. Their suppressive capacity
was assessed in co-culture experiments, analyzing proliferation and IEN-y and CD40L
expression of stimulated responder T cells by flow cytometry.

Results

We observed that naturally occurring CD4'CD25" regulatory T cells are resistant to the
pro-apoptotic effect of bortezomib. Furthermore, we found that long-term culture of CD4
T cells in the presence of bortezomib promotes the emergence of a regulatory T-cell pop-
ulation that significantly inhibits proliferation, IEN-y production and CD40L expression
among stimulated effector T cells.

Conclusions

These results reinforce the proposal of using bortezomib in the prevention of graft versus
host disease and, moreover, in the generation of regulatory T-cell populations, that could
be used in the treatment of multiple T-cell mediated diseases.

Key words: bortezomib, regulatory T cells, graft-versus-host disease, prevention.

Citation: Blanco B, Pérez-Simon JA, Sanchez-Abarca Li, Caballero-Velazquez T, Gutierrez-Cossio
S, Herndndez-Campo B Diez-Campelo M, Herrero-Sanchez C, Rodriguez-Serrano C, Santamaria
C, Sdnchez-Guijo FM, del Caditzo C, and San Miguel JE Treatment with bortezomib of human
CD4" T cells preserves nawral regulatory T cells and allows the emergence of a distinct suppressor
T-cell population. Haemarologica 2009;94:975-983. doi:40.3324/haemarol 2008.005017

©2009 Ferrata Storii Foundation. This is an open-access paper.

haematologica | 2009; 94(7) | 975 |

73



| 976 |

Resultados

B. Blanco et al.

Introduction

The ability of regulatory T (Treg) cells of suppressing
immune responses has raised a deep interest for their
potential therapeutic use in T-cell mediated diseases,
including autoimmune disorders, allograft rejection or
graft-versus-host disease (GVHD). Different Treg-cell sub-
sets have been described.’ The best studied are naturally
occurring CD4'CD25" regulatory T (nTreg) cells. nTreg
cells develop in the thymus and then migrate to the periph-
ery, where they play a key role in self-tolerance.’
Phenotypically, they are characterized by the constitutive
expression of high levels of CD25 (IL-2 receptor « chain),”
the transcription factor forkhead box P3 (FOXP3)" and
other markers such as GITR (glucocorticoid induced TNF
receptor family-related protein)* CD62L° or CTLA-4. They
also express low levels or no CD127.” However, none of
these markers is uniquely associated with nTreg cells and
activated conventional T cells acquire a very similar pheno-
type.” Therefore, it is difficult to obtain pure nTreg popula-
tions without activated non-regulatory T-cell contamina-
tion.

Several experimental protocols have been described for
the extrathymic generation of suppressor T cells, These
adaptive or inducible regulatory T (iTreg) cells can be gen-
erated in the periphery in vive under various tolerogenic
conditions, such as oral tolerance induction’ or injection of
tolerogenic dendritic cells.” [ vitro, repetitive stimulation
with immature dendritic cells"* or the presence of sup-
pressive cytokines such as IL-10" or TGF-p in the culture'
can induce ilreg cells. It is also possible to generate or
expand Treg cells ex vivo by treating T cells with pharma-
cological immunosuppressants such as vitamin D3 and
dexamethasone™* or rapamycin, which has been reported
to promote selective expansion of naturally occurring Treg
cells.”

We have previously shown that the proteasome
inhibitor bortezomib selectively induces apoptosis of acti-
vated T cells while preserving viability of resting T cells.”
This property turns bortezomib into a potential therapeu-
tic tool against GVHD, raising the possibility of in vitre
purging alloreactive T cells while preserving effector T cells
with other specificities. Due to the suggested importance
of nTreg cells in the control of GVHD,"* in the current
manuscript we have analyzed the effect of bortezomib on
nTreg-cell viability. Our results demonstrate that the addi-
tion of bortezomib to activated CD4* T-cell cultures allows
survival of nTreg cells and, moreover, promotes the emer-
gence of a distinct suppressor CD4' T-cell population
(bTreg) that strongly inhibits the activation of ir vitro stim-
ulated T cells.

Design and Methods

Cell purification and culture

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolat-
ed from bulfy coats of volunteer healthy donors by densi-
ty gradient centrifugation using Ficoll-Paque solution (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). All donors
provided written informed consent in accordance with the

Declaration of Helsinki. CD4" T cells were purified by neg-
ative selection using the Untouched CD4' T Cell Isolation
Kit I (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Isolation of CD4'CD25" T cells was performed by using
the CD4'CD25" Regulatory T Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotec). To obtain the CD4'CD25 population, CD25" cells
were depleted from isolated CD4* T cells using CD25
Microbeads (Miltenyi Biotec). All the magnetic separations
were performed with the Automacs™ Separator, following
the manufacturer’s instructions. The purity of isolated pop-
ulations was routinely >95%. Cells were cultured in RPMI
1640 medium supplemented with L-glutamine 2 miM,
penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 mg/mL (all from
GIBCO, Grand Island, NY, USA) and 10% human AB
serum (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Viability assays

CD4CD25" T cells were isolated from CD4" T cells.
CD4'CD25" cells were then stained with the green fuores-
cent dye PKH-67 (Sigma) following the manufacturer’s
instructions and mixed back with CD4*CD25PKH T cells.
The cells were then cultured in the absence of any stimu-
lus or stimulated with either allogeneic irradiated (15 Gy)
PBMCs or with plate bound anti-CD3 (10 pg/ml) and sol-
uble anti-CD28 (1 ug/mlL) mAbs (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). Different concentrations (0, 100, 500 or 1000
nM) of bortezomib (kindly provided by Millenium
Pharmaceuticals Inc, Cambridge, MA, USA) were added to
every culture condition. After five days of culture, cells
were collected, stained with CD25-PE, 7 amino-actinomy-
cin D (7-AAD) and CD4-APC (all from BD Biosciences),
and acquired in a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences). Paint-A-Gate software was used to calculate
the percentage of viable cells (7-AAD-) in every subpopu-
lation: regulatory T cells (PKH'CD25%), resting convention-
al T cells (PKHCD25) and activated conventional T cells
(PKH CD257).

In another set of experiments, CD4'CD25 and
CD4'CD257T cells were isolated and separately stimulated
for five days with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs.
Different concentrations (0, 100, 500 or 1000nM) of borte-
zomib were added to every culture condition. Viability of
each subpopulation was analyzed by flow cytometry as
described above.

CD4' T-cell long-term culture and immunophenotypic
analysis

Purified total CD4* or CD4'CD25 T cells were stimulat-
ed with plate bound anti-CD3 (10 ug/ml) and soluble ant-
CD28 (1 pg/ml) mAbs (BD Biosciences). After 48 h, medi-
um or bortezomib 500 nM was added. Three rounds of
stimulation of seven days each were performed. IL-2 (R&D
Systems, Minneapolis, MIN, USA) was added starting from
the second round of stimulation at 50 U/mlL. IL-2 and
medium/bortezomib were added every two or three days.
Cells were left resting for one more week in the presence
of IL-2, but in the absence of anti-CD3/anti-CD28 and
bortezomib. After four weeks of culture, cells were collect-
ed and stained with CD25-FITC/CD127-PE-/CD4-PerCP-
Cy5.5/FOXP3-APC antibodies (all from BD Biosciences,
except FOXP3 from eBiosciences, San Diego, CA, USA).
Briefly, for surface staining, 100 ul of sample per tube were
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incubated with the corresponding monoclonal antibodies
for 15 min at room temperature in the dark. Cells were
washed in PBS and then fixed and permeabilized with
FoxP3 Staining Buffer Set (eBiosciences) for FOXP3 stain-

ng.

Quantification of FOXP3 mRNA expression

Total RNA was obtained from T cells using the QiaGen
AllPrep DNA/RNA Microkit (Valencia, CA, USA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Reverse transcrip-
tion was performed as previously described.” FOXP3 RNA
levels were quantified using the 7900 HT Fast Real-Time
PCR System and TagMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to
the manufacturer’s instructions. The assay IDs were:
ABL4, Hs00245445_m1, and FOXP3, Hs01085835_ml.
The cycle number at which the reaction crossed an arbi-
trarily placed threshold (Ct) was determined and the rela-
tive expression of FOXP2 regarding ABL1 was described
using the equation 2*~ where ACT = CtFOXP3 - CtABLY

Functional studies: suppression assays

PBMCs from healthy donors were stained with PKH-67
and stimulated with plate bound anti-CD3 (10 ug/mL) and
soluble anti-CD28 (1 pg/mL) mAbs. CD4* T cells cultured
during four weeks as previously described were added at
a 1:1 responder cells:long-term cultured cells ratio. After
four days, cells were collected, stained with CD25-PE, 7-
AAD and CD3-APC mAbs and analyzed by flow cytome-
try. Paint-A-Gate software was used to calculate the per-
centage of proliferating activated T cells (PKH*CD257,
non-divided activated T cells (PKH**CD25) and non-acti-
vated T cells (PKH**CD25) among viable responder T
cells. ModFit software was also used to calculate the per-
centage of resting and proliferating cells.

CD40L and TFN-y production of responder and long-
term cultured CD4" T cells were also analyzed by flow
cytometry after staining with CD25-FITC/IEN--PE/CDA4-
PerCP-Cy5.5/CD40L-APC. The IntraStain kit (Dako
Cytomation, Denmark) was used following the manufac-
turer’s instructions.

Statistical analysis

Mean values and their SD as well as the median and
range were calculated for each variable using the SPSS
software program (SPSS 15.0, Chicago, 1L, USA).
Comparison between groups was made by analysis of
variance (post fioc Scheffé and Tukey tests were performed
to confirm differences between groups). A two-way
Measurement of Repeated Multiple Analysis (MR-
MANOVA two ways) was performed to compare the
effect of the different doses of the drug within the differ-
ent types of culture. p values less than 0.05 were consid-
ered statistically significant.

Results

Bortezomib does not affect CD4'CD25° regulatory
T-cell viability

To investigate whether bortezomib affects nlreg cell
viability, we isolated CD4* T cells and subsequently sepa-

rated the CD4'CD25" nTreg cell population. As conven-
tional activated T cells showed a similar phenotype to
nTreg cells after i vitre expansion (data not shown), we
stained CD4'CD25' T cells with the green fluorescent dye
PKH-67 to specifically identify nTreg cells after culture,
and mixed them again with CD4'CD25 (PKH-67 ) cells.
We cultured CD4" T cells in the absence of stimulus (con-
trol) or stimulated either with allogeneic leukocytes
(mixed leukocyte culture, MLC) or with anti-CD3 and
anti-CD28 maenodonal antibodies. Different concentra-
tions of bortezomib (0, 100, 500, 1000 nM) were added to
each culture condition. Five days later, we analyzed by
flow cytometry the viability of the different types of CD4'
T cells: regulatory (CD25° PKHY), resting conventional
(CD25 PKHY) and activated conventional (CD25 PKH) T
cells, assessed by the percentage of 7AAD- cells of each
subpopulation (Owline Supplementary Figure S1).

In un-stimulated samples, neither viability of regulatory
nor conventional T cells was affected. As previously
shown by cur group,” when stimulated in MLC, or with
anti-CD3/anti-CD28 antibodies, viability of activated T
cells decreased in a dose-dependent manner, whereas rest-
ing T cell viability barely changed with the addition of
bortezomib. Interestingly, viability of regulatory T cells in
stimulated cultures remained essentially constant at the
different doses of bortezomib (Figure 1A).

In addition, nTreg cells were selected based on the
expression of CD25 as previously specified and the effect
of the drug was evaluated on isolated non-Treg versus
nTreg cells. Again, nTreg cells were not significantly
affected in terms of viability by increasing the doses of the
drug (Figure 1B).

It is worth mentioning that the phenotypic characteris-
tics of isolated CD4*CD25" T cells were analyzed by flow
cytometry (Online Supplementary Figure S2), confirming that
they showed the typical phenotype of naturally occurring
regulatory T cells: CD4'CD25 FOXP3 CD1277,

Long-term culture of CD4' T cells in the presence
of hortezomib gives rise to a regulatory T-cell
population

Since bortezomib did not affect nTreg cell viability, we
next investigated whether we could obtain a purified reg-
ulatory T-cell population after long-term culture of CD4* T
cells in the presence of bortezomib, as has been described
with other immunosuppressants. For this putpose, we cul-
tured CD4" T cells for three weeks with anti-CD3/anti-
CD28 and exogenously added IL-2, in the presence or in
the absence of 500nM bortezomib, and one more week in
the presence of IL-2, but in the absence of stimulus or
bortezomib. At the end of the culture we analyzed the
phenotypic characteristics of these cells. As shown in
Figure 2A, bortezomib induced a significant increase of
CD25 expression (#<0.001), although no significant differ-
ences were observed by flow cytometry in the expression
of FOXP3 or CD127 between untreated and bortezomib-
treated cells. However, RT-PCR analysis showed a signifi-
cant increase of FOXP3 RNA levels in cells long-term cul-
tured in the presence of 500nM bortezomib. Nevertheless,
this FOXP3 mRNA level was much lower as compared to
naturally occurring nTreg (Figure 2B). A more detailed
analysis (shown in Figure 3A) of these long-term culeured
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cells showed that at least three subpopulations of CD4* T
cells appeared: 1) a CD25FOXP3 CD127* population; 2) a
CD25FoxP3*CD127*"  population and 3) a
CD25 FoxP3:CD127- population. Interestingly, we found
that in those cultures performed with the drug, the percent-
age of CD25 T cells significantly decreased, while both the
CD25 FOXP3"CD127" and the CD25FOXP3'CDI127
populations significantly increased (Figure 3A and B).
Next, we investigated whether these bortezomib long-
term cultured T cells showed suppressive capacity using
functional assays. For this purpose, freshly isolated PKH-67
stained T cells (responder T cells) were stimulated with
anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in the absence of
bortezomib and co-cultured with CD4" T cells long-term
cultured with or without the drug (Online Supplementary
Figure 53). As controls, responder T cells were cultured
alone, either unstimulated or stimulated with anti-
CD3/anti-CD28. After four days, we analyzed the prolifer-

Figure 1. (A) High doses of bortezomib (1000 nM) did not
decrease viability among Treg cells (PKH-67'CD25* population) or
resting T cells (PKH-67 CD25" population) in either un-stimulated
{control), MLC or aCD3/aCD28 stimulated CD4* T-cell cultures.
Conversely, percentages of viable activated T cells (PKH-67CD25*
population) significantly decreased in a dose dependent manner
in stimulated cultures. {B) Viability of isolated CD4'CD25 cells
versus CD4'CD25" cells after exposure to increasing concentra-
tions of bortezomib.

ation and activation of responder T cells. The expression of
CD25 slightly decreased in responder T cells co-incubated
with bortezomib-treated cells. However, the number of
proliferating cells, as assessed by PKH fluorescence
diminution, significantly decreased when co-incubated
with cells previously treated for three weeks with high
doses of bortezomib (Figure 4A and B). Escalating ratios of
long-term cultured:effector T cells were performed in order
to evaluate the suppressive capacity of these cells. Freshly
isclated CD4'CD25" nTreg cells were used as controls.
Results are shown in Figure 4C. We also analyzed TFN-y
production and CD40L expression by both responder and
long-term cultured populations in these suppression
assays. The percentage of IFN-y positive responder T cells
significantly decreased when stimulated in the presence of
500nM bortezomib-treated cells, compared to responder
cells co-incubated with bortezomib-untreated T cells
(Online Supplementary Figure 54). Regarding the long-term
cultured populations, 60.9% of the cells cultured in the
absence of bortezomib were [FN-y positive, versus 8%
among T cells treated with 500nM bortezomib. Likewise,
CDA40L positive cells decreased from 48.9% for untreated
cells to 21.56% for bortezmib-treated cells (Figure 5).
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A regulatory T-cell population can also be obtained after
long-term culture of CD4'CD25" T cells in the presence
of bortezomib

These results suggested that long-term culture of CD4'
T cells in the presence of bortezomib increases the percent-
age of naturally occurring CD4'CD25" regulatory T cells
but, most importantly, gives rise to a distinct population of
suppressor or regulatory T lymphocytes (bTreg)
(CD25' FOXP3"CD127* cells). In order to confirm that
this bTreg population was not derived from CD4°CD25*

nTreg cells, but a different Treg population, we used the
same approach starting the experiment from CD4" T cells
depleted of CD25" Treg cells. Upon analyzing the different
T-cell populations obtained after culture, again a significant
decrease of the CD25FOXP3CD127" population was
observed, while the percentage of CD25'FOXP3" CD127
cells (bTreg) significanty increased. Likewise, a significant
increase in the CD25FOXP3'CD127 cells was observed
(Figure 6A and B).

Functional assays were again performed in order to eval-
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Figure 4. Suppression assays: proliferation. (A) proliferation, moni-
tored by PKH-67 dilution of control or aCD3/aCD28 stimulated
responder T cells, co-incubated or not with cells long-term cultured
in the presence or in the absence of 500 nM bortezomib (1:1 ratio);
one of five similar experiments is shown. () Mean (SD} number of
non-proliferating cells among responding T lymphocytes were 92
(18.3), 25 (8.4), 27.3 (7.3), and 68.7 (9.6) for (a) unstimulated T
cells (negative control), (b) T cells stimulated with aCD3/aCD28
(positive control) and T cells incubated with «CD3/aCD28 plus T
lymphocytes long-term cultured (c) without bortezomib or (d) with
500nM bortezomib. (C) Titration assays showing the suppressive
capacity of T cells long-term cultured at 500nM bortezomib (bTreg)
at increasing ratios of long-term cultured versus effector T cells.
Naturally occurring CD4'CD25' Treg as well as CD4' T cells long-
term cultured in the absence of bortezomib (shown as OnM) were
used as controls.

vate the suppressive effect of long-term cultured
CD4CD25 cells on the proliferation of responder T cells.
Interestingly, as shown in Figure 6C, T cells long-term cul-
tured in the presence of bortezomib significantly decreased
the proliferation of responder T cells, the mean percentage
(SD) of resting cells among responding T lymphocytes
being 17.9% (5.9) versus 72% (9.3) upon culture with
untreated versus bortezomib-treated T lymphocytes
(#<0.001). Thus, bTreg with suppressive capacity were
also obtained after culture of CDD4'CD25 selected T cells in
the presence of bortezomib.

Finally, we compared percentage of the three subpopula-
tions obtained after long-term culture of total CD4' cells
versus CD4'CD25 selected T cells. Although there were
no statistically significant differences, long-term cultured
total CD4' T cells showed a higher percentage of bTreg
and nTreg cells than CD4'CD25 cells (daw nor shown).
Upon comparing functional effect of both type of cells,
those bTreg obtained after culture of total CD4" cells dis-
played a higher suppressive effect, although these differ-
ences were not statistically significant, the mean percent-
age (SD) of non-proliferating effector T cells in suppression
assays being 78.5 (8.9) versus 72 (9.3) for responder T cells
co-cultured with total CD4* or CD4'CD25 T cells, respec-
tively, p=0.27.
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Figure 5. Suppression assays: IFN-y and CD40L intracytoplasmic pro-
duction after co-culture of responder plus long-term cultured T cells;
expression by both responder and longterm cultured T cells is
shown.
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== cells. In the current study we have addressed the effect of
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2 CD4'CD25" regulatory T cells. Qur results indicate that
bortezomib does not affect nTreg viability, both in resting
0 . " - 4 condition or in a mixed leukocyte culture in which some
. e T cells will presumably recognize alloantigens and
Lon?t-v?rln;]zoc#:ir;r:;\jn]m's ) ) Il S become activated. Moreover, even after polyclonal activa-
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ty of nTreg cells remained unaffected.

On the other hand, the resistance of nTreg cells to the
pro-apoptotic effect of bortezomib prompted us to
explore the possibility of obtaining a cell population high-

Discussion ly enriched on regulatory T cells using bortezomib, as pre-

We have previously proposed the use of the protea-
some inhibitor bortezomib for i vitro depletion of allore-
active T cells in order to prevent GVHD. To this extent,
we have demonstrated that, in a mixed leukocyte culture,
bortezomib selectively kills alloreactive T cells.”
Moreover, preliminary data using this approach in the clin-
ical setting have already been reported showing promising
results.” But another important issue remained to be con-
sidered. Accumulating evidence suggests an important
role of Treg cells in the control of GVHD. Several studies
have found a positive correlation between high numbers
of circulating CD4°CD25FoxP3" Treg cells and reduced
GVHD™** after hematopoietic stem cell transplantation.
Likewise, it has been suggested that approaches of selec-
tive depletion of alloreactive T cells based on CD25" T-cell
depletion could exacerbate CVHD due to the elimination
of CD4'CD25" Treg cells.” Thus, it would be desirable to

viously reported with immunosuppressive drugs such as
the combination vitamin D3-dexamethasone or
rapamycin'*" For that purpose, we stimulated CD4* T
cells for three weeks in the presence or in the absence of
bortezomib, and left them resting one more week in the
absence of the drug. The analysis of CD4' T cells at the
end of the culture reveals the existence of at least three
subpopulations: a CD25FOXP3 CD127" population,
most likely cells that have retumed to the resting state; a
CD25'FoxP3'CD127- population, presumably naturally
occurting Treg cells and a CD25FoxP3" population
(bTreg), expressing variable levels of CD127. The nTreg
cell population significantly augmented with the addition
of bortezomib, although the percentage remained rather
modest. These data suggest that treatment with borte-
zomib, even during long periods of time and at high doses,
preserves Treg cells but does not promote a great expan-
sion of this cell subset. Nevertheless, the analysis of the

haematologica | 2009; 94(7)

| 981 |

79



| 982 |

Resultados

B. Blanco et al.

suppressive capacity of this long-term cultured CD4" cells
showed that T cells cultured in the presence of bortezomib
significantly reduced the proliferation, IFN-y production
and CD40L expression of anti-CD3/anti-CD28 stimulated
responder T cells, while the addition of bortezomib-
untreated cells to the cultures barely changed these param-
eters among responder T cells. It's unlikely that this
marked suppressor effect is only due to the modest
increase in the percentage of nTreg cells, but most proba-
bly to the CD25" FOXP3* (bTreg) population which signif-
icantly increases upon culture with high doses of borte-
zomib.

In order to confirm that this suppressor effect was main-
ly due to a population different from nTreg, either selected
or generated by the treatment with bortezomib, we stud-
ied if we could obtain the same suppressor population
starting from CD4'CD25™ T cells. With this aim, we per-
formed similar experiments with CD4'T cells depleted of
nTreg cells. Interestingly, for all the parameters analyzed,
we obtained similar results to those achieved when the
starting population contained nTreg cells. It is of note that
small percentages of cells with nTreg phenotype appeared
in Treg depleted cells cultured with bortezomib. These
cells may correspond to contaminating Treg cells that
remained after CD25" T-cell depletion (<0.5%) the percent-
age of which has increased because of their proliferative
advantage over conventional T cells in the presence of
bortezomib. Likewise, bortezomib long-term cultured
cells, both total CD4" or CD4'CD25 cells, showed a
marked reduced production of IFN-y, and significantly
lower expression of CD40L, while FOXP3 expression did
not reach the levels observed among nTreg cells.
Interestingly, it has been demonstrated that FOXP3 may
not be essential for the function of ex vive generated regu-
latory T cells, as FOXP3™ Treg cells induced by several
approaches have been shown to efficiently inhibit prolifer-
ation of T cells similady to CD4'CD25" nTreg cells.""
Therefore, on one hand, the culture of CD4™ T cells in the
presence of bortezomib does not affect nTreg cell viability
and, on the other hand, long-term culture of CD4' T cells
in the presence of bortezomib, irrespective of whether
they contain CD25" T cells or not, gives rise to a regulato-
ry population, apparently different from naturally occur-
ring Treg cells. Both properties may be of clinical relevance,
not only for the treatment of GVHD, but also for situations
in which activation of T cells is undesirable, such as
autoimmune disorders or solid organ transplantation. Pre-
dinical studies have clearly shown protection of GVHD
after nTreg cells transfer in murine models of bone marrow
transplantation.””" The inconvenience of this approach is

that the nTreg population represents a small percentage of
peripheral blood CD4' T cells (3-10%) so that expansion
procedures are required. This expansion can be achieved
by polyclonal stimulation with anti-CD3 and anti-CD28
antibodies in the presence of IL-2. However, these culture
conditions are highly favorable for the expansion of con-
ventional T cells, which can contaminate the purified
nTreg-cell population and overgrow nTreg after prolonged
culturing in vitro.” As it has been pointed out,” the risk of
co-expanding potentially harmful cells represents a major
concern for the dlinical use of expanded nTreg cells. In
order to minimize this problem, Battaglia ¢f a/. have pro-
posed the addition of rapamycin to the culture media,
resulting in a significant reduction of the undesired expan-
sicn of effector T cells and allowing the proliferation of
nlreg cells.” In a similar way, we have found that borte-
zomib reduces the expansion of conventional T cells,
allowing both the survival of naturally occurring nTreg
cells and the appearance of a distinct suppressor T-cell pop-
ulation, limiting the expansion of undesired effector T
cells. In this regard, our results resemble more those
obtained by Valmori er al,, who postulate that rapamycin-
mediated enrichment of T cells with regulatory activity in
stimulated CD4* T-cell cultures is not due to the selective
expansion of nTreg cells, but to the induction of regulato-
ry functions in conventional CD4" T cells.™ Accordingly,
our treatment gives rise to a population of suppressor T
cells which differ from nTreg cells. But whether these cells
were committed or not to be regulatory, that is, if they are
selected or newly induced with this approach, should be
addressed.

In summary, the promising results obtained in this study
strengthen our idea of using bortezomib in the prevention
of GVHD, not only because of its selective cytotoxic effect
on activated T cells, but also due to its ability to preserve
and/or generate regulatory T cells.
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5.2 CAPITULO DOS: BORTEZOMIB Y CELULASDENDRITICAS

Las CDs son una pieza clave en laregulacion dd sistema inmune. NF-kB gerce
un papel fundamental en la maduracion y activacion de las CDs. Por lo tanto, un
inhibidor del proteosoma como €& bortezomib que en ultimo termino bloquea NF-kB
podria generar una respuesta tolerogénica en los linfocitos T que entran en contacto con

estas CDs tratadas.

En este capitulo nos propusimos evaluar € efecto del bortezomib tanto en la
viabilidad de las CDs como en la maduracion de las mismas. Las CDs maduras 0 no se
generaron a partir de cultivos de monocitos y se cultivaron en ausencia o presencia de
bortezomib a diferentes concentraciones. Pudimos confirmar que a 50nM el bortezomib
dafaba a las CDs afectando su viabilidad. De hecho a concentraciones mas bajas
disminuia la expresion de moléculas coestimuladoras tales como CD83, CD86 o CD40.
Estas CDs tratadas y cocultivadas con linfocitos T aogeénicos no estimulaban de forma
correcta a estos linfocitos T. Mas aun, favorecian en los linfocitos T la expresion de
Foxp3 y la producciéon de IL-10 mientras que disminuia el IFNa. Cuando estos
linfocitos T cocultivados con CDs tratadas con bortezomib se reestimulaban

nuevamente con CDs del mismo donante no tratadas no se activaban correctamente.

En este segundo capitulo ponemos de manifiesto que el bortezomib afecta tanto
alaviabilidad como ala maduracion de las CDs, lo cual favorece la generacion de una
respuesta tolerogenica entre los linfocitos T alogénicos que entran en contacto con estas
CPAg. Esta caracteristica del bortezomib podria respaldar su utilizacién en € contexto

del trasplante alogénico.
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Bortezomib induces apoptosis and modifies the maturation pattern of
dendritic célls.
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Abstract

NF-kB family is a key transducer of inflammatory signals involved in DC maturation and
survival. We evaluated the effect of bortezomib, a proteosome inhibitor which blocks NF-T1B activation,
in both DC’ viability and maturation as well as the ability of bortezomib-treated DC to generate a
tolerogeneic T-cell response. Bortezomib hampered viability at 50nM. At lower doses, bortezomib
decreased the expression of several costimulatory molecules such as CD83, CD86 or CD40. Bortezomib-
treated DC had an impaired ability to stimulate alloreactive T lymphocytes. Moreover, after mixed
lymphocyte reaction with bortezomib-treated DC, T lymphocytes overexpressed FoxP3 and produced
significantly higher levels of IL-10 and lower IFNa. Interestingly, T lymphocytes previously cultured
with bortezomib-treated DC remained unactivated upon re-exposure to untreated mature DC from the
same donor. In conclusion, bortezomib affects both DC viability and activation which in turn favours a
tolerogeneic response among alogeneic T lymphocytes.

I ntroduction:

cells with regulatory properties(5). Immature
. hal after all i o ol DC express low levels of MHC and
mgor chalenge dller alogenac Sem C costimulatory molecules. Thus, they do not

transEIanftat(ijon, erli_Ch éﬁsults ”O”F Fhe im_mune provide the two signals required for efficient T-
attack of: donor cells to recipient tissues cell activation and, in the absence of

including skin, liver or gut, among other target costimulation, T-cell become anergic. By

orgs._ L cells are initially_ primed el?y contrast, the proinflammatory milieu generated
proression antigen-presenting cels, in the context of alogeneic stem cell

particularly, dendritic cells (DC) are specialized transplantation by the extensive damage induced

Graft versus host disease represents a

for antigen uptake and presentation to naive T
cells(1). In the transplant setting, this is the
main  mechanism to induce activation,
expansion and maturation of the T cells with an
antigen receptor that can recognize a host-
derived peptide antigen bound to MHC
molecules and, for this reason, DC play a
crucia role in the development of both acute
and chronic GVHD(2,3).

In the steady state, DC are essential for
the self / non-self distinction process. Although
central tolerance is efficient, it is aso
incomplete and some self-reactive T cells can
escape  negative  selection.  Accordingly,
peripheral mechanisms of tolerance are required
to maintain immunologic self tolerance(4). This
function is exerted by certain subsets of DC and
particularly those displaying an immature
phenotype. The regulatory functions of DC
include the induction of T-cell anergy and T-

in host tissues favours DC maturation(6),
characterized by the overexpression of
costimulatory and adhesion molecules such as
B7.1 and B7.2. These modifications increase the
T cell priming ability of DC(1,4,5).

These properties make DC a potential candidate
for the induction of immunotolerance(7) and,
accordingly, several strategies have been
postulated to deplete host DC, in order to avoid
host derived peptide antigen presentation(8) or
to keep DC at an immature state(9-13).

NF-kB is a collective term referring to
dimeric transcription factors that belong to the
Rel family, which are regulated via shuttling
from the cytoplasm to the nucleus in response to
cell stimulation(14,15). The NF-kB family has
emerged as a key transducer of inflammatory
signals involved in dendritic cell maturation and
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T Iymphocyte activation (16,17). Thus,
stimulation of Toll-like receptors (TLR) by
ligands such as lipopolysaccharide (LPS) or
CpG-containing DNA from bacteria or viruses
induce DC maturation through different
pathways which finally leads to

NF-kB activation(18,19). Moreover,
NF-kB activates multiple target genes whose
products can inhibit apoptosis and both anti-
apoptotic activity and immunogenic response
are intimately linked (20,21).

Bortezomib, a boronic acid dipeptide is
a potent, selective and reversible inhibitor of the
proteasome. The proteasome is a multi-enzyme
complex present in every cell. It degrades
proteins that regulate cell-cycle progression and
causes proteolysis of the ubiquitinated
endogenous inhibitor of nuclear factor-kB,
IkB(22,23). The latter blocks the nuclear
translocation and transcriptional activity of NF-
kB. Bortezomib has shown cytotoxicity against
a broad range of human tumor cells which
congtitutively express NF-kB activity(23) as
well as against alloreactive or activated T cells,
as we have previously shown(24). In the current
manuscript we have analyzed the effect of
bortezomib in both DC’ viability and maturation
as well as the ability of bortezomib-treated DC
to generate atolerogeneic T-cell response.

Material and methods:

DC preparation and culture:

Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from volunteer donors buffy coats
were isolated by density gradient centrifugation
using Ficoll-Pagque solution  (Amersham
Biosciences, Uppsala) and alowed to adhere to
a tissue culture dish (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ). After 12 hours at 37°C,
adherent cells were collected, re-suspended and
further purified using anti-CD14 magnetic beads
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA); afterwards,
cells were again re-suspended in culture
medium which consisted of RPMI 1640
(BioWhittaker, Verviers, Be) L-glutamine (2
mM), penicillin (100 Ul/mL) and streptomycin
(10 mg/mL) plus 10% human AB serum
(Sigma). More than 90% of monocytes /
macrophages were obtained as monitored by
flow cytometry (data not shown). Approval was
obtained from the institutional review board for
these studies and informed consent for volunteer
donors was provided according to the
Declaration of Helsinki.

In order to generate DC, cells were
cultured for 7 days and incubated at 37°C and
5% CO2 in complete medium RPMI
supplemented with glutamine (2 mM), penicillin

Resultados

(100 Ul/mL) and streptomycin (100 mg/mL)
plus 10% human AB serum. GM-CSF 1000 U /
mL (PeProtech) plus IL-4 1000 U / mL (R&D
System) were added on the first day of culture.
At the third and fifth day of culture, cells were
washed and re-suspended in fresh medium plus
factors. The effect of bortezomib was assessed
by adding the drug (kindly provided by
Millenium Pharmaceuticals Inc) at increasing
doses, from 0 (controls) to 50nM. Bortezomib
was added at the first day of the culture and then
at third and fifth day together with the medium
renewal. Additionally, in order to induce DC
activation, TNFa 20 ng/mL (R&D System) and
LPS (1 ug / mL, Sigma) were added (fully
activated or mature DC) or not (unstimulated or
immature DC) for the last 48 hours to DC
cultured at the different doses of bortezomib.
Phenotypic analysis was performed to assure >
90% DC purity in the sample using FITC-
conjugated monoclonal antibodies (mAbs) CD3,
CD56, CD14, CD19 (Excluson Kit for
dendritic cell studies, Cytognos, Salamanca),
PE-conjugated mAbs CD80, CD86 (BD
Bioscience, San Jose) and PerCP-conjugated
HLA-DR as previously described(24,25).

MLR and re-challenge experiments:

Allogeneic T cells obtained from
healthy donors' buffy coats were purified using
magnetic beads and MLR were performed using
2 x 106 T-cells as effector cells and monocytes
derived DC as stimulators (at a proportion 5:1).
The different types of DC used were. DC
activated or not with TNFa and LPS cultured in
the absence or in presence of bortezomib at
10nM or 50nM; 4 and 8 days after primary
stimulation T cells were re-challenged with
same donor DC (at a proportion 10:1). IL-2 at
20 U / mL was added to the cultures at the time
of re-challenge in order to maintain T cell
viability. Forty eight hours after primary or
secondary stimulations Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and
immunophenotypic assays were performed to
analyze T cell activation and characteristics.

Immunophenotypic analysis and Cytokine
staining:

1x106 adherent cells / mL, seeded in
48-well plates, were analyzed by flow
cytometry on days 3, 5 and 7 of culture. Cells
were analyzed by direct immunofluorescence
using four colour staining with mAbs
conjugated with the following fluorochromes:
Fluorescein (FITC), Phycoerithrin (PE); peridin
clorophil protein-Cyanine 5 (PerCP-Cy5) and
allo-phycocyanin  (APC). Specific antibodies
were purchased from BD  Bioscience
Pharmingen except for anti-CD25-PE and CD-
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40-PE provided by Immunotech, Marseille. To
evaluate differentiation of monocytes to DC and
DC' maturation the following combinations
were used: anti-CD3, CD56, CD14, CD19 -
FITC / anti-CD40 or anti-CD80-PE or anti-
CD83-PE or anti-CD86-PE / anti-HLA-DR-
PerCP.

To analyze the activation and
characteristics of T cells co-cultured with the
different types of DC the following
combinations were used: anti-CD25-FITC /
anti-CD3-PE / anti- CD4-PerCP-Cy5 / anti-
CD40L (CD154)-APC; anti-CD25-FITC / anti-
IFNT-PE / anti-CD4-PerCP-Cy5.5 / anti-
CDA40L-APC. Briefly, for cell surface staining
100 pyL of sample was incubated for 15 min
with the appropriate combination of mAbs at
room temperature (RT) in the dark. Cells were
centrifuged (5 min at 540 g) and the pellet
washed with 4 mL of PBS. Finaly, cells were
resuspended in 0.5 mL of PBS until analyzed in
the flow cytometer. Intracellular detection of
IFNao was performed, after staining for surface
proteins, using a direct immunofluorescence
technique. For this purpose, the IntraStain kit
(Dako Cytomation, Denmark) was used, strictly
following the recommendations of the
manufacturer.  After  staining for the
intracytoplasmic antigens, cells were washed
and resuspended in 0.5 mL of PBS until their
acquisition in the flow cytometer.

Data acquisition was performed on a
FACSCalibur flow cytometer (BDB) using the
CellQuest software program (BDB) and the
mean fluorescence intensity (MFI, expressed in
arbitrary linear units scaled from O to 104) for
each antigen, gated on the live population, was
analyzed using the Paint-A-Gate Pro (BDB)
software. Analysis of both intracellular
cytokines and percentage of positive cells for
surface antigens were performed on the gated
population using the Cell-Quest software(25).

ELISA and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)
assays.

In order to assess the T-cells' cytokine
release, MLR supernatants were obtained 48
hours after primary stimulation or after re-
challenge with the different types of DC for IL-
2, INFa and IL-10 using a commercially
available ELISA (Diaclone, Besangon Cedex,
France).

To evaluate the tryptophan (Trp)
catabolizing enzyme DO activity, the different
types of DC, stimulated or not with TNFa and
LPS, were cultured with increasing doses of
bortezomib and supernatants were obtained on
days 3, 5 and 7 of culture. Afterwars, IDO
activity was evauated by measuring
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kynurening/Trp ratio in the culture medium
according to Alegre et al(26). Briefly, culture
mediums were boiled for 10 min and
centrifuged at 2500xg for 10 min. Concentration
of Kynurenine and Trp were measured in the
supernatant in a HPLC system with a Waters
C18 column (4.5 mm x 15 cm). The mobile
phase was 15 mM acetic acid-sodium acetate
(pH 4.0) containing 27 mL/L acetonitrile, and
kynurenine was detected at 360 nm and Trp
was detected at 285 nm.

Apoptosis assessment:

For the detection of apoptosis cell
cultures were performed as previously described
and the Annexin V-PE apoptosis detection kit
from BD Pharmingen was used. Briefly, a
minimum of 0.5 x 106 DC were washed and
resuspended in Binding Buffer (1:10 diluted in
H20) maintaining a cell concentration of 1 x
106 / mL. Annexin V-PE and 7 amino-
actinomycin (7-AAD) 5 uL each were added for
15 minutes and, in order to identify apoptotic
DC, the following combination were used: anti-
CD3, CD56, CD14, CD19 -FITC / Annexin V-
PE / anti-HLA-DR-PerCP and anti-CD3, CD56,
CD14, CD19 -FITC/ Annexin V-PE / 7 amino-
actinomycin (7-AAD). For every condition,
50,000 events were collected and analyzed. The
percentage of annexin V-PE positive DC was
calculated using the Cell-Quest software (BD).

To further assess the absolute number
of annexin V-PE positive DC within the
different cell subpopulations, in four additional
cases samples were simultaneously acquired
using TrucountTM Tubes (BD), which contain a
calibrated number of fluorescent micro-beads.
The absolute count of annexin V-PE positive or
anexine V-PE plus 7-AAD negative cells was
then calculated using the following equation:
(number of events in region containing annexin
V-PE positive cells / number of events in
absolute count bead region) x (number of beads
per test / test volume).

Antigen uptake assays:

Mannose  receptor-mediated  fluid
phase macropinocytosis, measured by the
cellular uptake of FITC-dextran, was used as a
surrogate marker for antigen capture. On day 5
and 7 of DC' culture, this is, prior to or after
fully activation with TNFa and LPS, samples
were incubated in medium containing 1 mg/ml
FITC-dextran (molecular mass of 40,000 kDg;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 1 h at 37°C;
as a negative control, T cells were incubated
with FITC-dextran at the same conditions used
for DC culture. After four washes with cold
PBS, cells were analyzed by flow cytometry for
uptake of FITC-dextran.
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In addition, the uptake of cell lysates
by the different types of DC was also analysed
by flow cytometry. Thus, apoptotic
mononuclear cells were labeled PKH-67 for 18
hours according to manufacturer’s protocol and
DC were pulsed with the PKH-67 labeled cells
lysates at a proportion of 5:1. Again, T
lymphocytes were used as negative controls.
After two washes with cold PBS cells were
acquired and analysed by flow cytometry.

Western-blot:

After 5 and 7 days of culture, 106
monocyte-derived DC either stimulated or not
with TNFa and LPS and treated or untreated
with 10nM and 50nM of bortezomib were
studied. Cells were washed with PBS (Gibco)
and lysed in ice-cold lysis buffer (140 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 10% glycerol, 1%
Nonidet P-40, 20 mM Tris pH 7.0, 1 M
pepstatin, 1 ug/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin,
1 mM sodium orthovanadate). Samples were
centrifuged at 13,000 rpm at 4°C for 10 min and
supernatants were collected. Cell extracts were
subjected to 10% SDS/PAGE and blotted onto
PVDF membrane (Millipore). Membranes were
incubated with rabbitD) anti-caspase 3
(1:30,000), caspase 8 (1:1,000) and caspase 9
(2:1,000) (from BioSciences). Membrane-bound
first-step  antibodies were reacted with
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
(Bio-Rad) or  anti-mouse  (Amersham,
Pharmacia) antibodies and bands were
visualized with a luminol-based detection
system with p-iodophenol enhancement.

C-DNA synthesis, RQ-PCR, and quantification
of FoxP3 Gene expression:

Tota RNAs were isolated
from 1 x 105 to 1 x 106 T-cells previously
cultured with DC as specified above after
selection using magnetic beads. RNA was
extracted  following the  manufactured
instructions of Quiagen RNeasy Mini Kit® spin
column. Reverse transcription was performed
according to the rules and protocols approved
in the “Europe Against Cancer Program’
(EAC). RQ-PCR was carried out on cDNA
using the Assays-on-Demand gene expression
mixes specific for FoxP3 (Hs00203958 m1l)
and the TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Reactions were carried out on the ABI PRISM
7900HT Sequence Detection System. RQ-PCR
amplification of the ABL gene was used to
assess RNA quality and quantity as well as to
normalize the relative quantification of the gene
expresson using the cycle threshold (Ct)
increment method. Data were reported as 2—
ACt, which represents the fold differences when
normalized to the internal control (ABL)(27).

Resultados

Satigtical analysis:

Mean values and their SD as well as
the range and median were calculated for each
variable using the SPSS software program
(SPSS 11.0, Chicago IL). Comparison between
groups was made by analysis of variance (post
hoc Scheffé and Tukey tests were performed to
confirm differences between groups). In
addition, T-test for paired samples was used to
compare samples treated or not with the drug
and the non-parametric Wilcoxon test was used
whenever required. P values less than 0.05 were
considered significant.

Results:

Bortezomib affects DC viability

We first tested the effect of bortezomib
on DC viability. For that purpose, Annexin V-
PE &aining and quantification  with
TruCountTM tubes were performed in DC
cultured for seven days in the presence of GM-
CSF and IL-4 (un-stimulated DC) or activated
by also adding TNFoa and LPS. Interestingly,
bortezomib at 50nM showed a detrimental
effect on DC viability among samples cultured
in the presence of TNFa and LPS. By contrast,
DC viability was not significantly affected
among cultures performed in the absence of
TNFa and LPS (figure 1A).
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Figure 1A: Number of apoptotic DCs assessed as annexin-
V positive cells using TrucountTM Tubes on day 7 of DC
cultures performed with GM-CSF and IL-4 plus TNFa and
LPS added or not on day 5 of culture.

Among DC fully activated with TNFa and LPS (+) mean
(95% CI) of annexin-V positive cells were 2395 events
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(1731-3056) for samples cultured without bortezomib, and
2835 events (1157-4518) and 4981 events (4107-5855) for
samples cultured with 10nM and 50nM of the drug
(p=0.001)

Among DC un-stimulated with TNFo and LPS (-) mean
(95% CI) of annexin-V positive cells were 2189 events
(453-3925) for samples cultured without bortezomib, and
2471 events (959-3983) and 3777 events (1097-6456) for
samples cultured with 10nM and 50nM of the drug (p=0.11)

The percentage of viable (anexin V-PE plus
7-AAD negative) cells was 35%, 27% and 7%
among activated DCs cultured without
bortezomib or with 10nM and 50nM of the
drug, respectively (p=0.04). These results
indicate that bortezomib induces apoptosis of
DC and this effect is higher in conditions which
induce fully DC activation.

In order to analyze the mechanisms of
bortezomib-induced apoptosis among DC, we
performed Western blot analysis assessing the
effect of the drug on the activation of caspases.
As shown in figure 1B, activation of caspases 8,
9 and 3, as indicated by the presence of their
cleaved fragments, was observed among DC
exposed to 10 and, especialy, at 50nM of
bortezomib.

Day 50f DCculture  Day 7 of DC culture

/—/%
Caspase3 —
Caspased — [
} Cleaved fragments
Caspase9 —*

} Cleaved fragments
] i

OnM 10nM 50nM  OnM 10nM 50nM

Concentration of Bortezomib

Figure 1B

Figure 1B: Western blot analysis of caspase 8, 9 and 3
among monocytes' derived DC cultured for 5 or 7 days in
absence or presence of Bortezomib at 10 and 50 nM

Bortezomib modifies DC maturation pattern

Considering that NF-kB plays a key role in
DC maturation, we next tested the effect of
bortezomib on the expression of costimulatory
molecules and maturation markers in the
membrane of DC and on the cytokine secretion
pattern. For this purpose only DC on the live
gated population was anadysed by flow
cytometry.

First, we confirmed that stimulated DC
overexpressed costimulatory molecules such as
CD80, CD86, CD40, CD58 and HLA-DR and
maturation markers such as CD83 (figure 2).
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Figure 2: Maturation pattern and costimulatory molecules
expression along the monocyte-derived DC culture:

(1) Mean fluorescence intensity (MFI) of CD80 on the third

(15), fifth (18) and seventh day (75 for un-stimulated and
197 for DC fully activated with TNFL and LPS,
respectively) of monocyte-derived DC culture; (2)
corresponding values for CD83 (15,16,58,120) (3) for CD86
(1133,1996,2812,3806); (4) for CD40 (636,780,1438,2076);
(5) for CD58 (60,141,246,330) and (6) for HLA-DR
(677,1160,1503,1844) p<0.05 for all antigens by comparing
the MFI on the seventh day-stimulated DC vs thefirst or the
third day of culture

Next, we tested the effect of bortezomib on
the expression of these antigens. For this
purpose, increasing doses of the drug were used
up to 25nM, since at 50nM the number of
events analysed were to smal due to the
decreased viability of DC at this concentration.
Interestingly, the addition of bortezomib
significantly decreased the expression of CD83,
CD86 and CD40 among DC; also the expression
of CD80 decreased although differences did not
reach statistical significance. The effect of the
drug on the expression pattern for the different
antigensis specified in figures 3A and 3B.
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Figure 3: Doseresponse effect of Bortezomib on the
expression of CD40, CD80, CD83, CD86 and HLA.DR:

3A: (1) doseresponse effect of Bortezomib on the
expression of CD40 assesed among inmature DC: mean
values (SD) being 819 (494) for controls, 430 (196) for
samples treated with bortezomib a 1 nM, 440 (221) at 5
nM, 427 (250) at 10nM and 474 (106) at 25 nM of the drug,
respectively (p=0.07 comparing samples with and w/o
bortezomib) (2) and among mature DC: mean values (SD)
being 1500 (895) for controls, 877 (387) for samples treated
with bortezomib at 1 nM, 884 (438) at 5 nM, 888 (442) at
10nM and 875 (246) at 25nM of the drug, respectively
(p=0.02 comparing samples with and w/o bortezomib) (3)
dose-response effect of bortezomib on the expression of
CD83 assesed among inmature DC: mean values (SD) being
18.8 (6) for controls, 9 (2.4) for samples treated with
bortezomib at 1 nM, 7 (2) at 5 nM, 8 (3) at 10 nM and 8 (4)
a 25 nM of the drug, respectively (p<0.05 compared to
contrals for concentrations > 10nM) (4) and among mature
DC: mean values (SD) being 53.9 (26.4) for controls, 32.7
(19) for samples treated with bortezomib at 1 nM, 33.5 (19)
at 5nM, 29.7 (17.8) a 10nM and 24.7 (17.8) a 25 nM of
the drug, respectively (p< 0.05 compared to controls for
concentrations >10nM) (5) doseresponse effect of
bortezomib on the expression of CD86 assesed among
inmature DC: mean values (SD) being 481 (369) for
controls, 200 (94) for samples treated with bortezomib at 1
nM, 193 (93) at 5 nM, 153 (90) at 10 nM and 119 (57) at 25
nM of the drug, respectively (p<0.05 compared to controls
for concentrations > 1nM) (6) and among mature DC: mean
values (SD) being 1581 (1150) for controls, 737 (403) for
samples treated with bortezomib at 1 nM, 725 (437) a 5
nM, 624 (444) at 10nM and 298 (326) at 25 nM of the drug,
respectively (p< 0.05 compared to controls for
concentrations> 1nM)

3B: (1) dose-response effect of bortezomib on the mean
expression of CD80 assesed among inmature DC (p>0.05
for al comparisons) (2) and among mature DC (p>0.05 for
all comparisons) (3) dose-response effect of bortezomib on
the mean expression of HLA-DR assesed among inmature
DC (p>0.05 for all comparisons) (4) and among mature DC:
mean values (SD) being 1919 (845) for controls, 1639 (689)
for samples treated with bortezomib at 1 nM, 1592 (639) a5
nM, 1600 (874) at 10nM and 1411 (554) at 25 nM of the
drug, respectively (p< 0.05 compared to controls only for
concentrations = 25 nM).
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Accordingly, bortezomib does not hamper
the differentiation from monocytes to DC, but it
modifies the maturation pattern of DC,
decreasing the expresson of severa
costimulatory molecules.

Effect of bortezomib in the antigen uptake by
DC

Immature DC can endocyte apoptotic
cells, while upon maturation they lose their
ability for capturing antigens. Thus, we
evaluated the antigen uptake by DC prior to or
after fully activation with TNFa and LPS as a
surrogate marker of both viability and
maturation. As shown in figure 4, PKH-FITC
stained apoptotic-bodies uptake increased along
the DC culture and both viable DC cultured
with or without bortezomib could efficiently
uptake PKH-stained apoptotic cells.
Endocytosis was abolished after culture with
TNFa plus LPS although the addition of
bortezomib partially prevented the loss of
endocytic capacity among fully activated DC
(figure 4).
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Figure 4: Endocytosis assessed as uptake of PKH-stained
apoptotic cells by DC; (1 and 2) PKH uptake among T
lymphocytes (negative control) (3) DC cultured without
PKH-stained apoptotic cells (negative contral); (4) PKH
uptake among viable DC cultured without bortezomib or (5)
with bortezomib a 10nM and (6) 50nM; (2, 4, 5, 6) PKH-
stained apoptotic cells are identified by a high PHK MFI.

(7) bortezomib did not hamper endocytosis among viable
DC since no significant differences were observed for the
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Mean % of CD4+CD25+ cdlls

different doses of bortezomib in terms of PKH-stained
apoptotic cells uptake.

Among unstimulated DC, endocytosis increased among DC
cultured during 7 days as compared to 5 days (MFI for
PKH-FITC = 550 vs 302, respectively; p=0.03) while,
among DC cultured for 7 days, stimulation with TNF[ plus
LPS abolished antigen uptake by DC (MFI = 278 for fully
activated vs 550 for unstimulated DC, p=0.01). Bortezomib
at 25 nM partially prevented the loss of endocytic capacity
among fully activated DC (MFI for PKH-FITC = 240 vs 370
among DC cultured without bortezomib or a 50nM of the
drug, respectively; p=0.07).

Similar results were observed by
evaluating the endocytosis as uptake of FITC-
dextran (data not shown). Thus, bortezomib did
not hampered the endocytic capacity of DC.

Effect of bortezomib-treasted DC on T
lymphocytes after MLR

According to the above mentioned results,
bortezomib induced apoptosis in fully activated
DC and modified the maturation pattern by
decreasing the expresson of severd
costimulatory molecules. Both mechanisms may
favour a tolerogeneic response among T cells
and, to confirm this effect, MLR using DC as
stimulators were performed as previousy
described. Firstly, we wused bortezomib-
untreated DC activated with TNFo and LPS to
stimulate T lymphocytes which were previously
cultured with bortezomib-treated DC as
previously specified and, interestingly, these T
cells did not become activated. This is in
contrast to T-cells previously cultured with
bortezomib-untreated DC, the mean percentage
of CD4+CD25+ cellsbeing 12% (95% Cl =6 —
26%) for samples previously cultured with
bortezomib-treated DC vs 43% (95% CI = 24 —
64%) for those samples previously cultured with
bortezomib-untreated DC, (p=0.002) (figure 5).
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Figure 5. Percentage of activated T lymphocytes
(CD4+CD25+ cells) in MLR upon rechallenge with
activated DC. While 43% (95% Cl = 24-64%) of T cells
previously cultured with (1) bortezomib-untreated DC did
activate upon re-challenge, only 12% (Cl = 6-26%) of T
cells previoudly cultured with (2) bortezomib-treated DC did
become activated (p=0.002); (3) box-plot comparing mean

T-cells previously exposed to bortezomib-treated DC
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percentages; (4) similar results were observed when we
considered the MFI for CD4+CD25+ cells.

These results suggested an anergic response
among T lymphocytes previously cultured with
bortezomib-treated DC.

We next analysed the cytokine secretion
pattern in MLR. According to ELISA assays,
IFNg and IL-2 levels were lower in MLR in the
primary stimulation when bortezomib-treated
DC were used as stimulating cells while, on the
contrary, the levels of 1L-10 were increased as
compared to MLR performed with bortezomib-
untreated DC. These differences were higher
after first re-challenge with same type DC. The
levels of IL-2 were evaluated only in the
primary stimulation since IL-2 was added to the
cultures after first rechalenge. Also, a trend
towards a higher level of IFNg was observed
among T lymphocytes cultured with
bortezomib-untreated as compared to treated
DC dfter first re-challenge (figure 6A).
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Figure 6A: (1) leves of IFNg(mean pg/mL) in MLR after
culture of T lymphocytes with untreated (control) versus
bortezomib-treated (10nM) DC: 784 vs 580 (p=0.09); (2)
corresponding values for 1L-10: 72 vs 81(p=0.23) (3) and
for IL-2: 760 vs 533 (p=0.06); (4) levels of IFNLJ (mean
pg/mL) in MLR after re-challenge of T lymphocytes with
untreated (control) versus bortezomib-treated (10nM) DCs:
597 vs 497 (p=0.34); (5) correponding values for IL-10: 19
vs 46 (p=0.028)

Similar features were observed regarding
intracellular levels of IFNg as assessed by flow
cytometry (figure 6B).
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Figure 6B: Percentage of IFNg producing T-lymphocytes
after re-challenge with (1) bortezomib-untreated (mean =
17.5%) or (2) bortezomib-treated DC (9.1%) (p=0.07).
Percentage of activated T-cells after rechallenge with (3)
bortezomib-untreated (25.7%) or (4) bortezomib-treated DC
(13.5%) (p=0.05).

In order to gain further insight into the
characteristics of the T-cells generated after
MLR, we analysed the relative expression of
FoxP3 in T-lymphocytes after culture with
bortezomib  untreated vs treated DC.
Interestingly, relative expression of FoxP3
increased from 7.9 (SD: 3.2) to 14.3 fold (SD:
1.8) upon comparing T lymphocytes which were
not exposed to DC vs those cocultured with
untreated DC (p=0.13). By contrast, when T
cells were cocultured with bortezomib-treated
DC Fox-P3 expression increased from 7.9 (SD:
3.2) to 21.9 fold (SD: 3.4), p=0.007 (figure 7A).
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Figure 7A: relative expresson of FoxP3 among T
lymphocytes not exposed to DC vs those cocultured with
untreated versus treated DC. When T cells were cocultured
with bortezomib-treated DC Fox-P3 expression increased
from 7.9 (SD: 3.2) to 21.9 fold (SD: 3.4), p=0.007

Accordingly,  bortezomib-treated DC
significantly increased the relative expression of
FoxP3 among T lymphocytes.

Finaly, we compared the IDO activity
among bortezomib treated vs untreated DC. No
significant differences were observed between
the different DC subsets, mean values for the
tryptophan to kinurenin ratios ranging, on day
7th of culture, from 0.07 to 0.1 for the different
concentrations of the drug (figure 7B). By
contrast, IDO activity significantly increased
during the cell culture from day 3 to day 7 of
monocyte’s derived DC culture, as shown in
figure 7B.
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Figure 7B: (1) tryptophan to kinurenin ratios significantly
increased from 0.05 (SD: 0.004) on day 3 to 0.08 (SD: 0.02)
on day 7th of monocyte's derived DC culture, p<0.001; (2)
no differences in the IDO activity was observed on day 7th
of culture depending on the concentration of bortezomib.

Discussion:

In steady state, immature DC can
continuously take-up dying cells and soluble
proteins which results in peripheral tolerance,
thus modulating the reactivity of the T cell
repertoire(28). By contrast, exposure to a
microbial infection or conditions of tissue
disruption or inflammation favours DC
maturation(6) characterized by the
overexpression of costimulatory and adhesion
molecules, which triggers immune response. In
vivo models have shown that total body
irradiation from the preparative regimens can
rapidly induce the functional maturation of host
DC(29), which favours the development of
GVHD after allogeneic transplant(2,3). In this
setting, increased levels of cytokines such as
TNFa and IFNg, predict the onset of GVHD
(30). Based on this concept, attempts to reduce
GVHD by blocking DC maturation have been
reported showing promising results(31-33). In
this regard, Jonuleit et al(34) showed that while
repetitive stimulation with mature DC resulted
in a strong expansion of alloreactive T cells,
repetitive stimulation with immature DC
inhibited T cells proliferation and production of
IFNo, IL-2 and IL-4. In vivo, Dhodapkar et
al(13) showed that the injection of immature DC
pulsed with influenzae matrix peptide (MP) and
keyhole limpet hemocyanin (KLH) in two
healthy subjects led to the specific inhibition of
MP-CD8+ T cells and the appearance of MP-
specific  interleukin ~ 10-producing  cells.
Unfortunately, results of these studies,
performed in steady state conditions, are
difficult to reproduce in the transplant setting
since the infusion of immature DC would lead
to an in vivo maturation due to the cytokine
storm generated in the context of alogeneic
stem cell transplantation(6). In the current
study, we have evaluated the capability of the
proteosome inhibitor bortezomib to inhibit DC
maturation even after exposure to TNFa and
LPS, thus reproducing the proinflamatory
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milieu observed in the transplant setting. We
observed that, even under this condition,
bortezomib impaired the expression of
costimulatory molecules and maturation
markers such as CD86, CD40 and CDS83.
Interestingly, the blockade of CD86 as well as
the CD154-CD40 costimulation pathway might
lead to specific T cell anergy(35), as shown in
rodent and in vitro studies using monoclonal
antibodies. Nevertheless, the blockade of some
of these pathways with specific antibodies may
result in unexpected complications in primates
and humans(35,36). By contrast, bortezomib is
currently used in the clinical setting and has a
well known safety profile.

Furthermore, bortezomib-treated DC

may induce a tolerogeneic responsein T cells as
suggested by the cytokine pattern observed after
MLR, which was characterized by decreased
levels of IFNa and IL-2. Interestingly, this
cytokine pattern has been related to a lower risk
of GVHD(29) in the transplant setting.
Moreover, higher levels of IL-10 were aso
observed after MLR, which can drive the
development of regulatory T cells and induce
tolerance(37).
In addition, T lymphocytes cultured with
bortezomib-treated DC did not efficiently
activate upon restimulation with fully activated
DC from the same donor, indicating either an
anergic or a tolerogeneic T cell response. It is
worth mentioning that, using the NF-kB
inhibitor Bay 11-7082, it has aso been
described that T-cell proliferation was reduced
in response to Bay-treated allogeneic DC(38).
By contrast, the authors found that T-
lymphocytes stimulated with Bay-treated DC in
the primary culture contained the highest
proportion of cells expressing IL-2 or IFNC
upon restimulation with  PMA/ionomycin.
Interestingly, we found the opposite results
when restimulating T-cells with the same donor
DC which could suggest that these T cells can
be activated after PMA/ionomycin stimulation
while remaining anergic upon re-challenge with
the same donor antigens. In addition, T-cells
initially stimulated with mature DC might be
exhausted in the subsequent re-challengesin the
absence of IL-2 in the medium, as suggested by
Thomson and colleges(38). Finally, 1L-2 could
be required in the culture in order to maintain or
allow a regulatory T-cell response, as recently
suggested(39).

Sun et al(40) have already reported
that, in a mouse model, the use of bortezomib
immediately after allogeneic bone marrow
transplantation (BMT) prevents the
development of GVHD while, in vitro, potently
inhibited MLR and promoted the apoptosis of
dloreactive T cells(40). We found similar
effects in terms of depletion of aloreactive T
cells after MLR when human alloreactive T
lymphocytes were cocultured in the presence of
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bortezomib(24). By contrast, resting T-cell
viability was unaffected by the drug.
Nevertheless, delayed administration of the drug
increased GVHD susceptibility and mortality in
a major histocompatibility disparate model(41).
Accordingly, the early administration of
bortezomib in the BMT should prevent the
development of GVHD through its effect not
only on T cells but also on host DC, thus
justifying a higher efficacy in terms of
prevention of GVHD when the drug is
administered immediately prior to or early after
transplantation. In this regard, rhesus macagues
recipients of akidney allograft who received 15-
deoxypergualin, a specific inhibitor of NF-C1B ,
had exceptionaly high rates of stable grafts
without rejection or immunosuppresion. An
early increase of 1L-10 and reduction of IFNCI
and IL-12 distinguished recipients that
subsequently became tolerant(42). Interestingly,
this pattern is similar to the one we observed by
treating DC with bortezomib while, when we
treated T Iymphocytes(24), IFNT and IL-2
levels decreased but IL-10 remained
unmodified, thus indicating that not only the
effect of the drug on T-cells but aso on DC
justify the results reported in these in vivo
studies.

In addition to the immunophenotypic
and cytokine pattern, it should aso be
mentioned the proapoptotic effect of bortezomib
on DC when cultured with TNFOJ and LPS
since previous studies have suggested that the
depletion of host DC may also decrease the risk
of GVHD(43).

Similar results have been reported
regarding DC viability and activation blockade
using bortezomib(44,45). Thus, Nencioni et al
elegantly described the intracellular pathways
involved in these effects. In the current study,
we have further addressed the effect of
bortezomib-treated DC on the immune response
of T cells, showing that T cells cultured with
bortezomib-treated DC not only displayed an
anergic response against the same-donor fully-
activated DC, as reported by Straube et al(46)
but, in addition, both the cytokine patter as well
as the FoxP3 expression, suggested that T
lymphocytes exposed to bortezomib-treated DC
showed characteristics of regulatory T cells.
Remarkably, Yamazaki et al(47) have reported
that untreated DC expand aloantigen-specific
FoxP3+ CD25+CD4+ regulatory T cells from a
purified CD25+CD4+ population. According to
our data, bortezomib-treated DC increase the
expression of FoxP3 among unselected T
lymphocytes. Other agents such as IL-10,
TGFB, glucocorticoids, vasoactive intestinal
peptide or vitamin D3 orientate DC to induce
tolerance and, for most of them, NF-[1B
downregulation contributes to the decision of
DC to differentiate T lymphocytes into
regulatory T cellg(9,10,32-36). It has been

91



previously reported that indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), a tryptophan-catabolizing
enzyme, is one of the mechanisms exploited by
DC in order to induce a tolerogeneic T cell
response. Accordingly, we analysed the IDO
activity of bortezomib-treated DC and, in the
experimental conditions described in the current
study, bortezomib did not modify IDO activity
on DC. Thisresults should be in accordance to a
recent study by Tas et al(48) which showed that
NF-kB signalling is required for indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO) induction, so that
mechanism other than IDO should be
responsible for the immunoregulatory effect
induced by bortezomib as well as agents
involved in NF-[JB downregulation.

Finally, bortezomib treatment affected neither
antigen uptake nor apoptotic cell endocytosis
and this property could be exploited, by pulsing
bortezomib-treated DC with specific antigens,
in order to induce antigen-specific suppression
of the immune response(13). Thisis in contrast
with the results from Nencioni et a who showed
that bortezomib decreased antigen uptake(44).
According to our experience, when we
evaluated endocytosis within viable DC by both
FITC-dextran or PKH-67 labeled cell lysates,
bortezomib did not hamper endocytosis.

In conclusion, bortezomib induced
apoptosis and modified the maturation pattern
and cytokine secretion of dendritic cells which
promoted a tolerogeneic response among
alogeneic T cells. These properties may allow
to promote immunotolerance in the transplant
setting.
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5.3CAPITULO TRES: BORTEZOMIB Y SIROLIMUS

Durante mas de 20 afos, se ha empleado como profilaxis de la EICH la
combinacion de un inhibidor de CaN y MTX, a pesar de que una ata proporciéon de
pacientes desarrolla EICH. El uso de una deplecién de células T reduce €l riesgo de EICH,
pero incrementa de forma notoria la aparicién de infecciones y recaidas. Por tanto es
necesario desarrollar nuevas estrategias que sean capaces de disminuir la EICH

manteniendo el sistemainmune activo frente ainfecciones o céulas tumorales.

- El sirolimus es un inhibidor de mTOR que bloguea la via PI3BK/AKT y expande
linfocitos Treg en cultivo, disminuyendo la incidencia de la EICH. Desafortunadamente la
combinacion de sirolimus con los inhibidores de CaN incrementa e riesgo de

microangiopatia o enfermedad venooclusivay bloguea el desarrollo de Treg.

- El Bortezomib es un inhibidor de proteosoma que impide la activacion y
transcripcion de NF-kB. Nuestro grupo ha demostrado que elimina de forma selectiva los
LT alorreactivos y en los dos capitulos previos hemos argumentado su habilidad para

generar tolerancia por su accion sobre los linfocitos Treg y las CDs.

Por tanto, en este tercer capitulo, nos propusimos evaluar la combinacion de
bortezomib con sirolimus debido a que ambas drogas podrian favorecer €l desarrollo de una
respuesta inmunotolerante tras e trasplante. Comprobamos que & Bortezomib a 100nM
junto con €l sirolimus a 0,5 6 5nM no afectaban la viabilidad linfocitaria; a pesar de lo cual
eran capaces de disminuir la activacion y la proliferacion linfocitaria. Ademéas
evidenciamos que la combinacién reducia de forma significativa la secrecion de citoquinas
Thl (IL-2, TNFa e IFNy), implicadas en el desarrollo de EICH. Esta reduccion no tenia

lugar en las Th2 a excepcion de lacitoquina IL-6.
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En los ensayos de western-blot confirmamos que solamente e sirolimus (no €
bortezomib) inhibia la fosforilacion de Akt y Erk. Cuando empleabamos la combinacion de
bortezomib y sirolimus se producia también unainhbicién de lafosforilacion de Akt y ErK.

Esto nos condujo a pensar que € sirolimus bloquea vias de escape del Bortezomib.

Estos hallazgos se evauaron in vivo mediante e modelo murino de trasplante
hematopoyético (BALB/c—C57BL/6). La administracion de la combinacion de bortezomib
y sirolimus redujo la incidencia de EICH y prolongd la supervivencia de los ratones de
manera significativa en comparacion con los farmacos por separado o la combinacién de
CsA y sirolimus, empleada en clinica. Ademas, la combinacién mantenia la respuesta por

parte del sistemainmune frente a otros antigenos e incluso € EICL.

En conclusion, la combinacién de bortezomib y sirolimus permite consigue
aminorar la aparicion de EICH manteniendo el EICL, o cua ha sentado |as bases para €
desarrollo de un ensayo clinico a nivel europeo para testar |a eficacia de esta combinacion

como profilaxis de EICH.
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The novel combination of sirolimus and bortezomib prevents graft-versus-host
disease but maintains the graft-versusleukemia effect after allogeneic
transplantation

Teresa Caballero-Velazquez, Luis Ignacio Sanchez-Abarca, Belén Blanco, Carmen Herrero, Silvia
Gutierrez-Cosio, Soraya Carrancio, Concepcion Serrano, Consuelo del Cafiizo, Jesis F San Miguel, José
A Pérez-Simon

Servicio de Hematologia, Hospital Clinico Universitario de Salamanca; Centro de Investigacion del
Cancer (CIC/CSIC), Centro en Red de Medicina Regenerativa de Castillay Ledn

Abstract:

New strategies are required in order to reduce GVHD without hampering GVL. Sirolimus, an
mTOR inhibitor, decreases the risk of GVHD and increases the number of Treg after transplantation.
Unfortunately, its use may increase the risk of microangiopathy and, moreover, its combination with
calcineurin inhibitors blocks the development of Treg. Bortezomib is a proteosome inhibitor that blocks
the nuclear translocation and activation of NF-kB. We have recently shown that it induces depletion of
aloreactive T-cells and allows the expansion of T-cells with suppressive properties. On the basis of
these data, we have analyzed the effect of sirolimus in conjunction with bortezomib and confirmed that
this combination synergistically inhibits activation and proliferation of T-cells. The combination also
decreases the production of Thl cytokines. These effects are at least in part mediated by the inhibitory
effect on pERK and pAkt pathways. Finally, a mismatched mouse model confirmed that the
combination decreases the risk of GVHD and enables the induction of specific immune-tolerance against
the host, maintaining the immune response against other antigens and maintaining the GVL effect. In
conclusion, the capacity of this combination to prevent GVHD while maintaining the GVL effect makes

it worthy of investigation at the clinical level.

Introduction

Graft-versus-host disease (GVHD) represents a
major chalenge and the man cause of
morbidity and mortaity after alogeneic
transplantation. Itsincidence varies greatly with
the type of donor and the immune suppression
used to prevent it. Standard GVHD prophylaxis
is currently based on the use of a calcineurin
inhibitor plus methotrexate (MTX). In fact, this
combination has been used for more than 20
years, and remains the standard of care,
although the incidence of acute GVHD isin the
range of 20-40% among patients receiving
hematopoietic stem cells from a matched,
related donor and even higher after unrelated
donor transplant @®. The incidence of chronic
GVHD is in the range of 40-70% when using
this combination after peripheral blood
hematopoietic stem cell transplantation, and
more than one-third of the patients require
immunosuppression for up to four years after
receiving the transplant ®*. These data suggest
that immune tolerance is not maintained over
the long term in an important subset of patients,
and, in fact, it is consistent in vitro studies
showing that calcineurin inhibitors blockade the
expansion and function of regulatory T-cells &
19 (Treg), which are essential for generating a

tolerogeneic immune response. The use of in
vivo or in vitro T-cell depletion has significantly
reduced the risk of GVHD but has not led to
improved survival, due to an increase in the
incidence of severe infections and relapses™*?.
For this reason, new strategies are being
evaluated in an attempt to decrease GVHD
without hampering the graft-versus-leukemia
(GVL) effect. These strategies should ideally
enable Treg to be expanded in order to avoid the
use of immune-suppressive drugs over the long
term.

Sirolimus is the first commercially
available inhibitor of the mammalian target of
rapamycin (mTOR). Several studies and clinical
trials have confirmed that sirolimus allows the
risk of GVHD to be reduced after both related
and unrelated donor transplant 2. In addition,
an antileukemic effect has been reported in vitro
(1439 moreover, using in vitro assays, severa
studies have shown an increase in the number of
Treg after sirolimus exposure (&8
Unfortunately, at least using myeloablative
conditioning, the wuse of drolimus in
combination with calcineurin inhibitors may

increase the risk of microangiopathy ®, blocks
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the development of Treg @ and may

subsequently hamper tolerance in the long term
(21)

Bortezomib, a boronic acid dipeptide,
is a potent, selective and reversible inhibitor of
proteasome @, The proteasome is a multi-
enzyme complex present in all cells. It degrades
proteins that regulate cell-cycle progression and
causes proteolysis of the ubiquitinated
endogenous inhibitor of nuclear factor-kB (NF-
kB), IkB. The latter blocks the nuclear
translocation and transcriptional activity of NF-
kB @ In norma T lymphocytes NF-kB
tranglocation to the nucleus only occurs after
TCR/ICD3 and co-stimulatory  molecule
engagement, while it is not activated in resting
T lymphocytes. In our experience, bortezomib
induces selective depletion of alloreactive T
cells after a mixed lymphocyte culture
which could be of value in the clinical setting
for preventing GVHD, as recently shown by
Koreth et a. in aclinical tria ®. Interestingly,
we have shown that bortezomib does not affect
the viability of Treg and allows the expansion of
T-cells with suppressive properties 7.
Accordingly, both sirolimus and bortezomib
could favor the development of a tolerogeneic
immune response after alogeneic
transplantation.

On the basis of these findings, the
current study analyzes the potential synergistic
effect of sirolimus together with bortezomib in
the activation pattern of T cells and in the
expansion of Treg. We have evaluated the
synergy between both drugs in a murine model
8 in order to prevent GVHD.

Material and methods

Animals

All anima protocols were approved
by the University of Salamanca, Animal Care
and Use Committee. Female BALB/c (H2d)
and male C57BL/6 (H2b) mice were purchased
from Charles River Laboratory, France.
Animals were kept in specific pathogen-free
conditions. Mice were between 8 and 12 weeks
of age at the start of the experiments.

Donor mice C57BL/6 were sacrificed
by cervical disocation and bone marrow (BM)
and spleen were harvested by standard
techniques. Spleen-cell preparations were
obtained by gently crushing the tissues to
release the cells. Preparations were filtered to
remove debris and washed twice in PBS for
injection.

Resultados

BALB/c (H2d) mice were used as recipientsin
the graft-versus-host disease (GVHD) model
systems. Recipient mice received total body
irradiation (850 cGy divided in two fractions)
from a Cs source. Irradiation was followed by
the infusion of 5 x 10° C57BL/6 allogeneic
donor BM cells intravenoudly with or without
splenocytes (5-10 x 10° cells intravenously) as
a source of alogeneic T cells. Recipient mice
then received RPMI, or sirolimusin RPMI at a
dose of 0.25 [g/kg intra-peritoneally on days
0 to 12 post-transplant and/or bortezomib at a
dose of 1g/day intravenously on days 0, 1
and 2 post-transplant and/or cyclosporine A at
adose of 10 to 15 [g/kg intra-peritoneally on
days 0 to 12 post-transplant. Mice were
monitored and weighed twice a week. All
moribund mice were humanely killed.

In addition, NOD.CB17-Prkdc™*
(NOD/SCID) mice received bone marrow plus
splenocytes from BALB/c mice which had
stable C57BL/6 hematopoiesis and had not
developed GVHD after receiving prior
transplantation of BM plus splenocytes and
GVHD prophylaxis with sirolimus and
bortezomib.

Finaly, in order to induce leukemiain
the mice, 5 x 10" WEHI 3b d+ clone 17.3
GFP+ cells (myelo-monocytic leukemic cell
line from BALB/c background) were infused
after total body irradiation to BALB/c mice
together with 5 x 10° C57BL/6 BM cells
(controls) or with BM plus splenocytes and
sirolimus plus bortezomib as GVHD
prophylaxis.

All experiments were performed at
least twice and included four animals per
group.

The degree of systemic GVHD was
assessed by a standard scoring system that
incorporates five clinical parameters. weight
loss, posture (hunching), activity, fur texture,
and skin integrity. Each parameter received a
score of O (minimum) to 2 (maximum).
Transplanted mice were ear-punched, and
individual weights were obtained and recorded
on day O and twice a week thereafter. At the
time of analysis, mice from coded cages were
evaluated and graded for each criterion. Acute
GVHD was aso assessed by detailed
histopathological analysis of skin, liver and
intestine.

Chimerism assays were performed in
peripheral blood, spleen and bone marrow at
14 days after transplantation. For this purpose,
5 x 10° cells were stained by direct
immunofluorescence  using monoclonal
antibodies (MoAbs) conjugated with the
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following fluorochromes: fluorescein
isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE);
peridin chlorophyll protein-Cyanin 5.5 (PerCP-
Cy5.5) and AlexaFluor. Specific antibodies
were purchased from Becton Dickinson
Bioscience (BDB) Pharmingen (San Jose, CA).
The following combination was used: anti-
H2Db-FITC / anti-H2Dd-PE / anti-CD45-
PerCP-Cy5.5 / anti-CD34-AlexaFluor or anti-
H2Db-FITC / anti-H2Dd-PE / anti-CD45-
PerCP-Cy5.5 / anti-CD3-AlexaFluor. Data
were acquired immediately after completion of
sample preparation using a FACSCalibur flow
cytometer (BDB) equipped with the
CellQuestTM program (BDB).

Cell cultures:

Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from volunteer donors buffy coats
were isolated by  density  gradient
centrifugation using Ficoll-Paque solution and
allowed to adhere to the tissue culture dish
(BD, Franklin Lakes, NJ). After 2 hours at
37°C non-adherent cells were collected,
washed and resuspended in a culture medium
consisting of RPMI 1640 L-glutamine (2 mM),
penicillin (100 UlI/mL) and streptomycin (10
mg/mL) plus 10% human AB serum (Sigma).
More than 90% of the monocytes /
macrophages were  eiminated  during
monitoring by flow cytometry (data not
shown) and T-cells were further purified using
anti-CD3 magnetic beads (Miltenyi Biotec,
Auburn, CA) as required. Approva was
obtained from the ingtitutional review board
for these studies and informed consent for
volunteer donors was provided according to
the Declaration of Helsinki.

Activation analysis:

2 x 10° non-adherent lymphocytes per well
were seeded in 96-well plates, and cultured in
medium alone or stimulated with plate-bound
anti-CD3 (5 Og/ml) plus soluble anti-CD28
(25 0Og/ml). Different concentrations of
sirolimus, bortezomib or a combination of the
two (at doses of 0.5 nM and 5 nM of sirolimus
and 100 nM of bortezomib for the combination
studies) were added. Activation assays were
performed on the second day of culture. Cells
were stained using the following four-color
combination of MoAbs: anti-CD25-FITC /
anti-cytoplasmic IFNJ-PE / anti-CD4-PerCP-
Cyb.5 / anti-CD40L-alophycocyanin, all
purchased from BDB except for anti-CD25-
PE, which was obtained from Immunotech.
For intracellular cytokine staining, brefeldin A
(10 TOg/ mL) was added during the last four
hours before acquisition. Simultaneous
staining for intracytoplasmatic IFN-[0 and
CD40L and surface antigens was performed

Resultados

using the IntraStain  Fixation  and
Permeabilization kit (Dako Cytomation,
Denmark). Data were acquired on a
FACSCalibur flow cytometer (BDB) using the
CellQuest program (BDB) and analyzed using
Infinicyt software (Cytognos, Salamanca

Spain).

Proliferation and apoptosis assessment:

For the proliferation assays 2 x 10°
non-adherent lymphocytes, stained with the
green fluorescent dye PKH-67 (Sigma), were
seeded in 96-well plates and cultured in
medium alone or stimulated with plate-bound
anti-CD3 (5 [g/ml) plus soluble anti-CD28
(25 [Ig/ml) MoAbs. Bortezomib and/or
sirolimus were added to the culture as
previously specified. After four days, cells
were collected, stained with CD25-PE, 7-
amino-actinomycin (7AAD) and anti-CD3-
APC MoAbs and analyzed by flow cytometry.
The ModFit program was used to calculate the
percentage of resting (PKHhighCD25-) and
proliferating cells.

To detect apoptosis, cell cultures were
managed as previoudy described and the
Annexin V-PE / 7 AAD apoptosis detection kit
from BD Pharmingen was used. Briefly, a
minimum of 5 x 10° T lymphocytes were
washed and resuspended in Binding Buffer
(2:10 diluted in H,0), maintaining a cell
concentration of 1 x 10° / mL. Annexin V-PE
and 7-AAD 5 uL were each added and
incubated for 15 minutes. In order to identify
activated T lymphocytes, anti-CD25-FITC and
anti-CD3-APC were also added. For every
condition, 50,000 events were collected and
analyzed. The percentage of annexin V-PE
plus 7-AAD negative lymphocytes was
calculated using the Paint-A-Gate Pro program
(BD).

Cytokine assays:

To measure the release of cytokines
(IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, tumor necrosis factor
(TNF)-a and interferon (IFN-y), by stimulated
T-cells, we used the BD Human Thl/Th2
Cytokine CBA kit (BDB). The assays were
performed according to the manufacturer's
instructions on supernatant collected four days
after stimulation with anti-CD3 (5ug/mL) and
anti-CD28 (2.5ug/mL). For the Thl/Th2
cytokine CBA kit, 50uL of supernatant were
stained with the mixture of human cytokine
capture bead suspension and the phycoerythrin
(PE) detection reagent. After 3 hours of
incubation, samples were washed and then
analyzed in a FACSCalibur (BDB) flow
cytometer by using the BD CBA program.
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Human Th1/Th2 cytokine standards provided
with the kit were appropriately diluted and
used in paralel with samples to prepare the
standard curves.

Western blot analysis:

5 x 10° Jurkat T cells were seeded in
six-well plates (Corning, NY) and were
stimulated with plate-bound anti-CD3 (5 [g/ml)
and soluble anti-CD28 (2.5 [g/ml) mAbs (BD
Biosciences). Either medium, sirolimus 5 nM,
bortezomib 100 nM, or the combination
sirolimus 5 nM + bortezomib 100 nM was
added at the beginning of the culture. After 48
hours cells were washed with PBS (Gibco) and
lysed in ice-cold lysis buffer (140 mM NaCl, 10
mM EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40, 20
mM Tris pH 7.0, 1 OM pepstatin, 1 [Jg/ml
aprotinin, 1 [Clg/ml leupeptin, 1 mM sodium
orthovanadate). Samples were centrifuged at
13,000 rpm at 4°C for 10 min and supernatants
were collected. Cell extracts were subjected to
10% SDS/PAGE and blotted onto PVDF
membrane (Millipore). Membranes were
incubated with rabbit anti-pAkt (1:500) (Cell
Signaling), mouse anti-pErk (1:500) (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) and anti-[J tubulin
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Membrane-
bound first-step antibodies were reacted with
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
(1:5000) or anti-mouse (1:1000) (Amersham ™)
and bands were visualized with an ECL Western
Blotting Detection Kit (Amersham ™).

Satigtical analysis:

Mean values and their standard
deviations, as well as the range and median,
were calculated for each variable in SPSS
(SPSS 11.0, Chicago IL). Groups were
compared by analysis of variance (with post-
hoc Scheffé and Tukey tests performed to
confirm differences between groups). A two-
way measurement of repeated multiple
analysis of variance (two-way MR-
MANOVA) was done to compare the effect of
the different drug doses within the different
types of culture and to evaluate the effect of
the drug on the signs of GVHD at different
times. Kaplan-Meier product-limit estimates
were used to evaluate the effect of the drug on
survival. Values of p < 0.05 were considered
significant.

Results

Effect of sirolimus and bortezomib on T-cell
activation, proliferation and viability:

First, we separately evaluated the
effect of sirolimus and bortezomib on T-cell
activation, proliferation and viability. As
shown in figures 1A and 1B, both drugs

Resultados

induced a dose-response inhibition in T-cell
activation and proliferation of T-lymphocytes
stimulated with anti-CD3 plus anti-CD28.
Regarding sirolimus, although its effect was
observed at all the different doses analyzed, the
most significant effect was observed for doses
> 50 nM both for activation and proliferation,
while viability was affected at doses > 500 nM.
As far as bortezomib is concerned, a dose-
response was observed although its effect on
activation and proliferation was not significant
for doses < 100 nM, while viability was greatly
affected at doses > 1000 nM. Considering that
a concentration of 0.5-5 nM of sirolimus and
of 100 nM of bortezomib did not significantly
affect any of the parameters analyzed, we
chose these concentrations in order to evaluate
the synergistic effect of the two drugs.
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Figure 1A

Figure 1A: Box-plot showing the dose-dependent effect of
sirolimus on T-cell activation (i,ii) and proliferation (iii).
Viability (iv) of T-cells only decreased at doses > 500 nM.
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Figure 1B: Box-plot showing the dose-dependent effect of
bortezomib on T-cell activation (i,ii), proliferation (iii) and
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viability (iv). Its effect was not significant for doses < 100
nM for any of the parameters considered.

As shown in figure 2, bortezomib and
sirolimus synergistically inhibited activation as
assessed by the expression of CD25 and
production of IFNTI (figures 2A and 2B) and
expresson of CD40L (figure 2C), and
proliferation assessed as expression of PKH
(figure 2D). These effects could not be
attributed to a decreased viability of T-cells at
the concentrations evaluated, as shown in
figure 3.
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Figure 2: Concentrations of sirolimus (0.5 and 5 nM) and
bortezomib (100 nM) that did not significantly affect
activation, proliferation and viability of T-cells were used to
evaluate the synergistic effect of the two drugs.

(A) T-cell activation assessed as the percentage of
CD25+ cells (i) and mean fluorescence intensity
(ii) of CD25. Figures showing the effect of
bortezomib and sirolimus aone or in
combination on T-cell activation, assessed as the
percentage of CD25+ cells (iii) and as the mean
fluorescence intensity (MFI) of CD25 (iv).

(B) Similar figures as shown in A for T-cel
activation, assessed as the percentage of CD25+
INF+ T-cellsand MFI for IFN.

(C) Similar figures as shown in A for T-cel
activation assessed as the percentage of CD40L
T-cellsand MFI of CD40L.

(D) T-cell proliferation assessed as the MFI of PKH
(i), and box-plot showing the effect of
bortezomib and sirolimus aone or in
combination on T-cell proliferation.
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Figure 3: Dot-plot showing T-cell viability, as assessed by
7-AAD staining among T-cells (i). Effect of bortezomib 100
nM, sirolimus 5 nM, or the combination on resting (ii) and
activated T-cells (iii). No significant differences were
observed.

Effect of sirolimus and bortezomib on the
cytokine pattern:

We next analyzed the effect of the
drugs, either separately or in combination, on
the cytokine pattern of T-cells stimulated with
antiCD3 plus antiCD28. As shown in figures
4A and 4B again the combination showed a
synergistic effect decreasing the production of
Thl cytokines (IFNT], IL-2 and TNF), while
regarding TH2 cytokines, only IL-6
significantly decreased upon combining the
two drugs.
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Figure 4A: CBA cytokine assays in supernatants after four
days of T-cell culture in the presence of sirolimus or
bortezomib, either separately or in combination. CBA
assays using bortezomib a 100 nM aone or in
combination with sirolimus a 5 nM (i) or 0.5 nM (ii).
CBA assays using sirolimus a 5 nM done or in
combination with botezomib at 100 nM (iii) or sirolimus at
0.5 nM, aone or in combination with bortezomib at 100
nM.
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Figure 4B: Box-plots showing the synergistic effect of the
drugs on the production of Thl cytokines: INF (i), IL-2
(i), and TNF (iii). Regarding Th2 cytokines, only IL-6 (iv)
significantly decreased with the combination of both
drugs.

Mechanisms involved in the sirolimus and
bortezomib synergism:

In order to explore the mechanisms
involved in the synergistic effect of sirolimus
and bortezomib western blot assays were
performed to identify pathways involved in T-
cell activation and proliferation, such as pAkt
and pErk. As shown in figure 5, sirolimus at a
concentration  of 5 nM inhibited
phosphorylation of both Akt and Erk, while at
100 nM bortezomib had no effect on
phosphorylation. The combination of the two
drugs resulted in a blockade of the activation
of both pathways, indicating that sirolimus
inhibits pathways that could allow T-cells to
avoid the effect of bortezomib at the doses
used in the current experiment.

pAkt

mibuldin

pErk

tubulin

Figure5

Figure 5: Western blot assays for pAkt and pErk in Jurkat
T-cells stimulated with anti-CD3 plus anti-CD28 (i)
untreated, or trested with (ii) srolimus 5nM, (iii)
bortezomib 100 nM and (iv) sirolimus 5 nM plus
bortezomib 100 nM.
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In vivo studies: sirolimus plus bortezomib
prevents GVHD

To confirm the synergistic effect of
srolimus and bortezomib in vivo, a GVHD
mouse model was developed. Mice received
bone marrow (5 x 10° cells) with or without 5
x 10° splenocytes. Additionally, either
sirolimus at a dose of 0.25 [Ig/kg intra-
peritoneally on days 0 to 12 post-transplant, or
bortezomib a a dose of 1 [Jg/day
intravenously on days 0, 1 and 2 post-
transplant or the combination of both drugs
was administered to mice receiving
splenocytes. As shown in figure 6A, the
addition of bortezomib increased surviva
relative to mice receiving bone marrow plus
splenocytes.  Sirolimus  further  improved
survival while the best results were obtained
upon adding both drugs. Also, as shown in
figure 6B, GVHD signs significantly improved
in the group of mice receiving both drugs
compared with those receiving either drug
separately. In order to better determine the
effect of the combination of sirolimus and
bortezomib on survival a severe GVHD model
was established using 10 x 10° splenocytes.
Figure 6A shows that surviva was
significantly better in the group receiving both
drugs, thus confirming in vivo the results
previously shown in vitro. Findly we
investigated whether sirolimus had a similar
synergistic effect when used in combination
with Cyclosporine A at 15 Tg/kg on days 0 to
12 post-transplant. As shown in figure 6C,
CsA marginally improved survival relative to
controls, and the combination of sirolimus plus
CsA offered no significant improvement in
survival.
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Figure 6: GVHD mouse model.

(A) Kaplan-Meier curves representing overall survival of
mice after a dose of 5 x 10° (i) or 10 x 10° splenacytes (ii)
treated with or without sirolimus at a dose of 0.25 mg/kg,
intraperitoneally, for 14 days, bortezomib at a dose of 1ug
intravenously on days 0, +1, +2 post-transplant, or the
combination of the two drugs. Control groups receiving only
splenocytes without any additional drug, or receiving
irradiation without stem cell support are shown.

(B) evolution of weight loss during thefirst 6 (i) or 12 times
after transplant (ii), hunching (iii), activity (iv), fur texture
(v) and skin integrity (vi) among mice receiving a dose of 5
x 10° splenocytes, with or without the drugs.

(C) Kaplan-Meier curves representing overall survival in
mice receiving a dose of 10 x 10° splenocytes, with or
without sirolimus, cyclosporine or their combinations. The
group receiving only sirolimus had the best outcome, so no
beneficial effect was observed upon using the combination.

In vivo studies: graft-versus-leukemia without
graft-versus-host disease

We also wanted to evaluate whether
the immunosuppressive effect of the
combination was unspecific or, by contrast, if
it allowed the induction of specific immune
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tolerance against host while maintaining the
immune response against other antigens. For
this purpose we infused NOD-SCID mice with
5 x 10° bone marrow cells plus 5 x 10°
splenocytes from BALB/c mice that had
previously received atransplant from C57BL/6
using GVHD prophylaxis with sirolimus and
bortezomib and had not developed GVHD. All
these BALB/c mice showed 100% C57BL/6
hematopoiesis. Interestingly, al NOD-SCID
mice died due to GVHD while, as mentioned
above, none of the donors had previoudy
developed GVHD it. Thisimplies that the graft
had specific immune tolerance against BALB/c
but, otherwise, was able to develop an
alloimmune response against
histocompatibility antigens from third-party
mice. To further confirm that the combination
of sirolimus plus bortezomib inhibited GVHD,
thereby enabling the maintenance of the
immune response, we infused WEHI (myelo-
monocytic leukemic cells) into BALB/c after
total body irradiation. We observed that,
athough al BALB/c mice receiving WEHI
plus C57BL/6 donor BM cells died due to
leukemic infiltration, none of those receiving
WEHI cells plus C57BL/6 donor BM cells plus
splenocytes and GVHD prophylaxis with
sirolimus and bortezomib developed leukemic
infiltration. Therefore this approach enabled us
to separate the GVHD and GVL effects (figure
7).
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Figure 7: (A) Dot-plots showing bone marrow (i) and
spleen (i) from BALB/c mice receiving 5 x 10* WEHI cells
transfected with GFP together with 5 x 10° C57BL/6 BM
cells after total body irradiation (controls). (B) The same
figures from bone marrow (i) and spleen (ii) of BALC/c
mice receiving 5 x 10* WEHI cells plus 5 x 10° C57BL/6
BM cells together with 5 x 10° C57BL/6 splenocytes and
0.25 mg/kg sirolimus intraperitoneally for 14 days, plus 1ug
bortezomib intravenously on days 0, +1 and +2 post-
transplant as GVHD prophylaxis. Samples were obtained 4
weeks after transplantation.

Resultados

Discussion

The combination of MTX plus
calcineurin inhibitors has been widely used
since the early preclinical studies conducted in
the 1980s @ and it is till considered the
gold sandard for GVHD prophylaxis.
Nevertheless, this combination is far from
ideal. It induces numerous side effects, must be
maintained for long periods and, most
importantly, is not effective in a significant
number of patients, since they finally develop
GVHD. Attempts to improve this approach
have met with only equivocal success ©**? |n
this regard, strategies based on in vitro or in
vivo T-cell depletion have enabled the risk of
GVHD to be reduced but it does not improve
survival because of an increased risk of relapse
and severe infections. Thus, strategies that
could reduce the incidence of GVHD without
hampering GVL is an unmet medical need that
needs to be resolved urgently.

Other drugs have emerged, such as
sirolimus, that have yielded promising results
in vitro and in vivo. Indeed, several studies
have shown that sirolimus expands regulatory
or suppressive T-cells ¥ in vitro, which
could induce tolerance after allogeneic
transplantation. On the other hand, clinical
triadls ¥ have reported improved overall
survival in patients receiving sirolimus plus
tacrolimus, although a significant proportion of
patients still develop GVHD. One of the major
problems with sirolimus is its toxicity profile
in combination with calcineurin inhibitors,
including the development of microangiopathy
or veno-occlusive disease, especially among

patients receiving myeloablative conditionings
(33,34)

We have previousy reported that
bortezomib induces selective depletion of
aloreactive T-cells®, while Treg are resistant
to this pro-apoptotic effect. Furthermore,
bortezomib alows the expansion of a
suppressive T-cell subpopulation in vitro @7,
In this context, and bearing in mind that
sirolimus and bortezomib target different
pathways that could synergistically affect T-
cell function, in the current study we combined
both drugs and confirmed the existence of a
very potent synergistic effect in terms of
inhibition of both activation and proliferation
of T-cells. This effect is not due to increased
apoptosis but to a genuine immune-modul atory
effect when the two drugs are used in
combination, as shown by the effect on the
cytokine secretion pattern of stimulated T-
cells. Interestingly, Thl cytokines were
strongly affected by the combination, while
Th2 cytokines, with the exception of IL-6,
were preserved. This combination may aso
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inhibit the chronic active antibody-mediated
rejection that occurs in experimental renal
transplantation in the rat ®® and could suppress
activation of rapamycin-resistant memory T-
cells ®®. The current study not only confirms
the synergy of sirolimus plus bortezomib in a
fully mismatched hematopoietic stem cell
transplant model, but also shows that it yields
better results than those with the classical
combination of sirolimus plus calcineurin
inhibitors, which is currently used in the
clinical setting. Improvements in survival
using sirolimus plus bortezomib were related
to a significant decrease in the risk of GVHD
but, most importantly, we confirmed that this
strategy enabled GVHD to be avoided in the
host but preserved the immune response
against third-party mice and, remarkably,
maintained the graft-versustumor effect
without graft-versus-host disease arising.

When we explored the pathways that
might account for this synergy, we observed
that, at doses of 5 nM of sirolimus and 100 nM
of bortezomib, the former inhibited Erk and
Akt phosphorylation, while this effect was not
observed for bortezomib. The combination of
the two drugs significantly inhibited the
phosphorylation of both pathways. This is an
important finding since these pathways are
known to be involved in the resistance of
different tumor cells to the action of
proteosome inhibitors, and indicates that
sirolimus could efficiently block these escape
pathways. Shi Y et al. ©” have reported that
the use of sirolimus may lead to the increased
expression of pAkt in tumor cell lines, which
could favor resistance to the pro-apoptotic
effect of proteosome inhibitors. Contrary to
these findings, we found no increase in Akt
phosphorylation in primary T-cells upon using
sirolimus.

In conclusion, the current study reveals
the existence of a potent synergistic effect
between sirolimus and bortezomib in terms of
inhibition of T-cell activation and proliferation,
with a marked decrease in the secretion of Thl
cytokines. These effects are at least partly
mediated by the blockade of the Akt and Erk
pathways. Finaly, this combination enabled the
prevention of GVHD while maintaining the
GVL effect. On the basis of these findings, a
clinical trial using sirolimus plus bortezomib
post-transplant is planned.
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6. DISCUSION



Discusion

LaEICH eslaprincipa causa de morbi-mortalidad post-trasplante. La profilaxis
mas habitualmente empleada durante los Ultimos 30 afios se basa en € uso de
inhibidores de CaN asociadaa MTX (130). Esta combinacion continta siendo la terapia
estandar en la actualidad a pesar de su baa efectividad, los numerosos efectos
secundarios y la necesidad de ser mantenida durante un largo periodo de tiempo sin que
permita generar una respuesta inmuno-tolerante a largo plazo. La deplecion T supone a
priori una opcion interesante, dado e papel central de los linfocitos T en la
fisiopatologia de la EICH. Sin embargo, a pesar de su eficacia ala hora de disminuir la
incidencia de EICH, la deplecion inespecifica de linfocitos T incrementa € riesgo de

recaidas e infecciones postrasplante.

Los linfocitos Treg y las CDs juegan un papel clave en e mantenimiento de la
homeostasis y € control de la respuesta inmune en condiciones basales y, ademés,
diversos estudios han demostrado una correlacion entre e numero de Treg
CD4+CD25+FoxP3+ y € riesgo de aparicion de EICH (72, 178, 179). Por otro lado las
CDs desempefian un papel fundamental en e desencadenamiento de la respuesta
inmune alogénica post-trasplante, 10 que contrasta con € hecho de que en situacion
basal o inactiva, sean capaces de modular larespuestainmune y favorecer € desarrollo

de una respuesta anérgica frente alos antigenos presentados en esa situacion.

Finamente, e bortezomib es un inhibidor del proteosoma, capaz de inducir
apoptosis de linfocitos alorreactivos (174), propiedad que se ha utilizado ya con éxito en
modelos animales (175) e incluso en algunos ensayos clinicos para prevenir la EICH

(177).
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En & presente trabgjo de tesis hemos evaluado la accion del bortezomib sobre
los linfocitos Treg en comparacion con los linfocitos T convencionales y sobre las CDs,
asi como € efecto sinérgico de este farmaco en combinacion con sirolimus con €l fin de

explorar nuevas alternativas de tratamiento / profilaxis de EICH.

En & primer capitulo ponemos de manifiesto que e bortezomib no afecta a la
viabilidad de los Treg, a contrario de lo que ocurre con los linfocitos T alorreactivos
(174). Esta resistencia de los Treg abre la posibilidad de emplear € bortezomib para
obtener in vitro linfocitos con caracteristicas de linfocito T regulador/supresor, de
manera similar a 1o que se ha descrito con sirolimus (61,62), farmaco que ha
demostrado su eficacia en numerosos ensayos clinicos. En este sentido, tras € cultivo de
linfocitos en presencia de bortezomib podemos distinguir tres subpoblaciones de
linfocitos T CDA4+: la primera CD25-FOXP3-CD127-, esto es, linfocitos que
probablemente han tornado a estado de reposo, una segunda poblacién con fenotipo de
células Treg naturales (CD25+FoxP3+CD127-) y unatercera poblacion que se expande
de manera significativa en presencia del farmaco que es CD25+FoxP3+/- con expresion
variable de CD127. Aunque €l porcentaje de células Treg se mantiene tras €l cultivo sin
un incremento significativo, en los estudios funcionales, estos linfocitos T CD4+
tratados con bortezomib son capaces de disminuir la produccion de INFy y la expresion
de CD40L de linfocitos T efectores estimulados con anti-CD3/anti-CD28. Para
comprobar s esta capacidad supresora es secundaria a la poblacion de células
CD25+FoxP3+/-, nos planteamos el mismo estudio con linfocitos T CD4+CD25-, es
decir, partimos de una poblacion deplecionada de Treg. Los resultados obtenidos fueron
superponibles alos observados con linfocitos T CD4+ no deplecionados de Treg. Por 1o
tanto, € cultivo con bortezomib permite obtener una poblacion de linfocitos T

diferentes de los Treg con capacidad supresora. Estos linfocitos tienen una expresion
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intermedia de FOXP3, de hecho, se ha demostrado como FOXP3 puede no gercer un
papel fundamental parala capacidad funcional de los linfocitos Treg generados ex vivo
(180,181). Numerosos estudios previos en modelos murinos han demostrado que la
infusion de Treg en el contexto del trasplante de MO protege a los animales frente a la
EICH (182-184); sin embargo, € problema para exportar este concepto a la clinica es
gue la cantidad de Treg circulantes es muy bajo y por tanto es técnicamente dificil
obtener una cantidad suficiente de estas células. Por otra parte, los intentos de expandir
Treg in vitro se han visto limitados porque los méodos de expansion finalmente
provocan una intensa proliferacion de linfocitos T convencionales que contaminan el
producto haciendo inviable esta estrategia. Por tanto, la expansién en presencia de
bortezomib evitaria la contaminacion de linfocitos convencionales permitiendo la

expansion de poblaciones de linfocitos T con capacidad supresora

Como conclusién a este primer capitulo, podemos establecer € fundamento del
uso del bortezomib en el contexto del trasplante alogénico tanto in vivo, a preservar la
viabilidad de los Treg, como in vitro, a permitir la expansién de poblaciones de

linfocitos T con funciones supresoras.

En & segundo capitulo, exploramos e efecto del bortezomib sobre la
maduracion o activacion de las CDs. La deplecién de CDs en e huésped se ha
relacionado con un menor riesgo de EICH tras trasplante alogénico (30). En €l presente
trabgo hemos podido comprobar que e bortezomib induce apoptosis de las CDs
cultivadas en presencia de TNFa y LPS, es decir, en condiciones de activacion. Por otra
parte, se ha descrito que las CDs en situacion basal se encuentran en un estado inactivo
0 inmaduro, y no expresan moléculas co-estimuladoras (16,23,185). El contacto con

estas CDs inmaduras genera una respuesta anérgica en los linfocitos T frente a los
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antigenos presentados por las CDs, mecanismo implicado en la tolerancia periférica
(24). En este sentido, Jonuleit y col. (186) demostraron que la estimulacion de forma
repetida con CDs da lugar a la expansion de linfocitos T alorreactivos, mientras que si
esta estimulacion se realiza con CDs en estado inmaduro se inhibe tanto la proliferacion
de linfocitos como la produccién de citoquinas IL-2, IL-4 ¢ IFNa. En el contexto del
trasplante alogeénico, la quimioterapia de acondicionamiento y el dafio tisular generado
inducen una maduracion funciona de las CDs del huésped (187), favoreciendo asi €
desarrollo de EICH (29). En € presente trabajo de tesis maduramos in vitro las CDs con
TNFa y LPS con ¢l fin de reproducir in vitro la situacion que tiene lugar tras trasplante
y comprobamos que e bortezomib induce en las CDs una disminucion en la expresion
de las moléculas coestimuladoras y de los marcadores de maduracion como son CD80,
CD40, CD83 y CD86. Diversos estudios previos han demostrado que € bloqueo en la
expresion de estas moléculas anivel delas CDs dalugar a una respuesta anérgica en los
linfocitos T (188). Pues bien, confirmamos que € bortezomib bloquea la maduracion de
las CDsy que los linfocitos T cultivados con CDs tratadas con el farmaco no se activan
correctamente a ser re-estimulados con CDs del mismo donante. En este mismo
experimento comprobamos que las CDs cultivadas en presencia de bortezomib inducen
una respuesta tolerogénica en los linfocitos T, observable una disminucion de los
niveles de IL-2 e IFNa y un incremento de IL-10. En este sentido las citoquinas Thl se
relacionan con € desarrollo de EICH aguda mientras que la IL-10 favorece la
produccion de Treg (189). Respecto a este patron de citoquinas, es importante
mencionar que Hutchings'y col (190) han descrito como un incremento precoz de IL-10
junto con niveles reducidos de IL-2 e IFNa en primates da lugar a una respuesta
inmunotolerante. En nuestro estudio observamos también que linfocitos T expuestos a
CDs tratadas con bortezomib muestran caracteristicas de Treg, tanto por € patrén de

citoquinas como por €l incremento de expresion de FoxP3.
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Finalmente, otros agentes como IL-10, TGFp, glucocorticoides, péptido intestinal
vasoactivo o la vitamina D3 (31, 32, 186, 188, 191-193) inhiben también la activacion
de las CDs. Pues hien, a través de diversos mecanismos la mayoria de estos agentes
finalmente bloquean la transcripcion a nudcleo de NF-kB, de manera similar a
mecanismo de accion del bortezomib. Al igua que las citoquinas o farmacos
anteriormente mencionados, Tas y col. ponen de manifiesto que la enzima indolamina
2-3 dioxigenasa, que interviene en la metabolizacion del triptéfano y se ha relacionado
con la generacion de tolerancia inmunologica, actla también a través de la via de
sefidlizacion de NFkB (194). De acuerdo con nuestros resultados la actividad IDO no se

modifica en las CDs tratadas con bortezomib

En resumen, €l bortezomib induce apoptosis en las CDs y modifica € patrén de
maduracion y secrecion de citoquinas de las CDs, favoreciendo una respuesta
tolerogénica de los linfocitos T. Esta propiedad permite promover inmunotolerancia en

el contexto del trasplante alogénico.

En tercer lugar, en base a los estudios previos, nos planteamos una nueva
estrategia de profilaxis de EICH capaz de generar una respuesta inmunotolerante en
lugar de inmunosupresora, de modo que pudiera evitar laEICH sin eliminar el efecto de
injerto contra leucemia. En este sentido, diversos estudios han demostrado la capacidad
del sirolimus, para expandir Treg o linfocitos T con funciones supresoras (61-63). Por
otro lado, numerosos ensayos clinicos han mostrado la eficacia de este farmaco para
disminuir € riesgo de EICH, aunque su perfil de toxicidad (MTAT o enfermedad veno-
oclusiva) no es desdefiable. Todo lo anterior, unido a que e sirolimus tiene una diana
diferente a bortezomib que podria generar un efecto sinérgico, nos condujo a evaluar la

combinacion de sirolimus y bortezomib. Pudimos comprobar que in vitro se produce un
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potente efecto sinérgico en términos de inhibicién de la activacion y  proliferacion de
los linfocitos T. Este efecto no se debe a un incremento en la apoptosis sino a que se
origina una respuesta inmuno-moduladora, manifestada por un claro descenso en la
secrecion de las citoquinas Thl si bien las citoquinas Th2, a excepcion de IL-6, no se

vieron afectadas.

En concordancia con nuestros resultados, Vogelbacher y col. (195) han descrito
que la combinacion de bortezomib y sirolimus disminuye e rechazo crénico mediado
por anticuerpos en un modelo experimental de trasplante renal en ratas. Por otra parte,
Kimy col (196) han mostrado cémo el bortezomib es capaz de inhibir los linfocitos T
de memoria resistentes a sirolimus. Durante la realizacion de esta tesis pudimos
comprobar como, invivo, se mantiene el efecto sinérgico de la combinacion en cuanto
a reduccion del riesgo de EICH aguda en un modelo de trasplante murino con
incompatibilidad HLA, y ademas mejora la supervivencia. Esta menor incidencia de
EICH se traduce en una mayor supervivencia de los grupos tratados con la combinacion
de sirolimus-bortezomib. Ademas, esta disminucion de EICH no inhibe la respuesta
inmune frente a nuevos antigenos e incluso mantiene € EICL, indicando que esta

combinacién genera una repuesta inmunotol erante especificafrente a receptor.

En relaciéon con los mecanismos de accién implicados, a pesar de que Shi y
col. (197) han expuesto que en lineas tumorales de mieloma el tratamiento con
sirolimus incrementa la expresion de Akt fosforilado, en nuestros estudios en linea
celular de linfocitos T tanto la fosforilacion de Akt como de Erk se inhibe a emplear
sirolimus. Por el contrario, el bortezomib no muestra ningln efecto mientras que la
combinacion de las dos drogas inhibe de forma significativa ambas vias de sefializacion.
Por tanto, el sirolimus podria bloguear vias de sefiaizacion implicadas en la resistencia

deloslinfocitos T alaaccién deinhibidores del proteosoma.
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En resumen, los estudios in vitro e in vivo confirman que la combinacion de

bortezomib y sirolimus es eficaz en la profilaxis de EICH y € presente trabajo establece

las bases para € desarrollo de un ensayo clinico que evalué la eficacia de esta

combinacion.
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Conclusiones

1. Con respecto a efecto del bortezomib sobre los linfocitos T:

a. El bortezomib preserva la viabilidad de los linfocitos Treg mientras

gue tiene un claro efecto citotdxico sobre los linfocitos T activados.

b. Un cultivo linfocitario en presencia de bortezomib permite generar

una poblacién de linfocitos T CD4+CD25+ con funciones supresoras.

2. Con respecto a efecto del bortezomib sobre la activacion y maduracion de

las CDs:

a. El bortezomib favorece la apoptosis y modifica € patrén de

maduracion y de secrecion de citoquinas en las CDs.

b. Las CDs tratadas con el farmaco y cocultivadas con linfocitos T
inducen la expresion de marcadores y la produccion de citoquinas

caracteristicos de Treg

3. Con respecto ala combinacion de bortezomib y sirolimus:

a. Lacombinacion de bortezomib y sirolimus genera un potente efecto
sinérgico en relacion con la inhibicidbn de la activacion y

proliferacion linfocitaria

b. En e modelo murino, la combinacion de bortezomib y sirolimus
disminuye € riesgo de EICH, incrementa de este modo la

supervivenciasin inhibir el EICL.

c. El efecto sinérgico de la combinacion de bortezomib y sirolimus se

debe en pate a blogueo de las vias de Akt y Erk.
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