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Introduccion

1. PROTEINA PCLP1

La podocalicina, también denominada proteina 1 similar a podocalicina
(PCLP1), trombomucina, PODXL, progenitor transformado de Myb-Ets (MEP) 21, o
gp135, es una proteina transmembrana de tipo | altamente glicosilada perteneciente
a la familia de sialomucinas CD34. Inicialmente identificada en la superficie de los
podocitos glomerulares de rata por Kerjaschki y colaboradores en 1984,' se ha
detectado su presencia en la superficie de otros tipos celulares, como células
epiteliales, endotelio vascular, células hematopoyéticas, células mesenquimales,
células del sistema nervioso y células tumorales. La importancia de esta proteina
reside en su estructura rica en sulfatos y acidos siadlicos y en su capacidad para
interaccionar con el citoesqueleto celular. Estas caracteristicas otorgan a PCLP1 un
papel fundamental en la adhesion y morfologia celulares, tanto en homeostasis como

en condiciones de malignidad.

1.1. Estructura proteica de PCLP1 y organizacion gendmica

PCLP1 es una proteina cuyo gen (PODXL) se encuentra en la region
cromosémica 7q32—q33” y comprende un total de 1,1 Mb organizadas en 8 exones
que codifican para una proteina de 528 aminodacidos con un peso molecular calculado
de 55,5 KDa. Como consecuencia de un proceso de glicosilacién postraduccional,
PCLP1 puede llegar a alcanzar un peso molecular de entre 145 y 200 KDa.>* PCLP1, al
igual que la proteina CD34 y el endoglicano, pertenece a la familia de proteinas
denominada CD34. Los miembros de esta familia comparten una estructura similar
gue consiste en tres dominios principales: un dominio extracelular altamente cargado,
un tallo yuxtamembrana y un dominio citoplasmdtico de corta longitud que

interacciona con proteinas intracelulares (Figura 1).>°

El extremo amino terminal extracelular de PCLP1 se compone de 406
aminodcidos y esta formado por un dominio mucina unido a un dominio globular rico
en aminodcidos cisteina. EIl dominio mucina se denomina PTS por su riqueza en

prolina, treonina y serina, es de gran longitud (250 aminoacidos) y presenta lugares de
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N-glicosilacion, O-glicosilacion, sialilacion y sulfatacién, lo que confiere una gran carga
negativa a esta proteina. Por otro lado, el dominio intracelular de PCLP1 es de menor
longitud (75 aminoacidos) y presenta lugares de fosforilacion y de interacciéon con
proteinas intracelulares. Los cuatro aminoacidos carboxilo-terminales, que incluyen el
aspartato, treonina, histidina y leucina, forman un motivo llamado DTHL que
interacciona con dominios de sefializacion de moléculas intracelulares denominados
dominios PDZ.” El dominio intracelular de PCLP1 se encuentra ampliamente
conservado entre especies (95%), a diferencia del dominio extracelular (<33%). Este
alto grado de conservaciéon indica que el dominio intracelular juega un papel

fundamental en la funcién de PCLP1.

A —[TUmIH e H H T HE 5 um -  PODXL
===
==
Dominio ?é%
X globular = ———1
W Wl ==
_|| Il |I 'll | === DTHL
g U =
¥ 2=== \/
= g
Dominio mucina (PTS) Ezrina
0'.
LR 4
0",
F-actina

Figura 1. Estructura proteica y organizacion genomica de PCLP1. A) Estructura del gen
PODXL, donde se muestran los 8 exones que dan lugar a los correspondientes dominios
proteicos. B) Estructura proteica donde aparece en verde el dominio mucina con las zonas de
O-glicosilacion (lineas verticales), sialilacion (flechas) y sulfatacion (lineas con punto). En azul
se muestra el dominio globular seguido del tallo yuxtamembrana (amarillo), dominio
transmembrana (azul) y la cola citoplasmica (rojo) con sus zonas fosforiladas y el motivo
DTLH. Adaptada de (Nielsen y McNagny, 2008)°.

A través de la cola citoplasmatica, PCLP1 se asocia a proteinas de unién a actina
tales como la ezrina, el factor regulador del intercambiador Na’/H* (NHERF) o la
cortactina.”® La ezrina pertenece a la familia de proteinas denominada ezrina-
radixina-moesina (ERM) y se une a PCLP1 de forma directa o a través de la proteina

adaptadora NHERF formando el complejo PCLP1-NHERF-ezrina.'® Este complejo
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interacciona con proteinas del citoesqueleto de actina participando en importantes
procesos celulares como la morfogénesis, adhesion, trafico de membrana, transporte
y sefializacion celular. Asimismo, la formacion del complejo PCLP1-NHERF-ezrina se
encuentra implicada en el desarrollo de extensiones de membrana, modulando

. e 11,12
positivamente la movilidad celular.™

1.2. Regulacion de la expresion de PCLP1

La transcripcion de PCLP1 se encuentra regulada por varios factores, entre los
gue destaca la proteina del tumor de Wilms (WT1), un potente activador de la
transcripciéon de varios genes implicados en el crecimiento, metabolismo celular y
diferenciacion renal. La uniéon de WT1 a zonas conservadas del promotor del gen
PODXL activa su transcripcién favoreciendo el establecimiento y mantenimiento de las
caracteristicas funcionales de los podocitos.”® Ademds de en podocitos, WT1 se
expresa en el sistema nervioso central y en tejidos hematopoyéticos y se
sobreexpresa en una gran variedad de cénceres de adultos.™* Asimismo, la expresion
de PCLP1 también puede ser inducida por el factor de transcripcion Spl (proteina de
especificidad 1), o regulada negativamente por el factor de transcripciéon supresor

. . . . 16
de tumores p53, contribuyendo a la tumorigénesis en los tumores de Wilms.

1.3. Funcion de PCLP1

1.3.1. PCLP1 en células epiteliales

Los estudios iniciados por Kerjaschki y colaboradores en 1984 atribuyeron un
papel esencial de PCLP1 en la organizacién y funcionamiento del rifién, lo que
posteriormente fue demostrado al observar que ratones carentes del gen PODXL
presentaban una permeabilidad glomerular reducida que tenia como consecuencia la
muerte por anuria.”’ Esto es debido a que la riqueza en 4cidos sialicos del dominio
extracelular de PCLP1 confiere a esta proteina la carga negativa necesaria para crear
fuerzas de repulsién que mantienen abiertos los espacios intercelulares a través de los

. . 1,18,19
cuales se filtra la orina.™™



Introduccion

Dependiendo de su nivel de expresion y localizacion celular se pueden observar
efectos opuestos de PCLP1 en la adhesidn celular. Por este motivo, varios trabajos han
. . . . . . . . 1,17,20
atribuido a PCLP1 una funcién antiadhesiva tanto en podocitos in vivo,” """ como en
, e s . 21 .
lineas celulares de rifidn y de ovario.”” Por el contrario, otros autores han demostrado
el papel proadhesivo de PCLP1 en lineas celulares epiteliales de ovario vy

. 22,23
endoteliales.”

Se ha demostrado que en células que presentan niveles moderados
de expresidén de PCLP1, esta proteina se dirige hacia zonas apicales permitiendo el
movimiento de integrinas hacia zonas basolaterales, lo cual incrementa la adhesion

12,24,25
celular en la zona basal.” "

Por el contrario, altos niveles de expresion de PCLP1
tienen como consecuencia una mayor expansion de los dominios apicales dejando a
los dominios basolaterales con insuficiente drea para adherirse a otras células (Figura
2).%° De hecho, un estudio realizado en lineas celulares de rifién (MDCK) y de cancer
de mama (MCF-7) muestra que la sobreexpresién de PCLP1 induce la formacion de

microvellosidades ricas en actina en el dominio apical, disminuyendo la actina

. . ., . . . 27
basolateral e interrumpiendo la adhesién mediada por integrinas.

Concentracion de PCLP1

s PR PR AR e
=LYV T HH

Aumento de adhesién Disminucién de adhesién
(O célulaepitelial * Podocalicina Unionescelulares
Integrinas F-actina || Microvellosidades

Figura 2. Funcion de PCLP1 en la adhesién celular. Niveles moderados de PCLP1 establecen
dominios apicales de PCLP1 y localizacion basolateral de integrinas. El aumento de expresién de
PCLP1 induce su apicalizacion y formacién de microvellosidades, lo cual interrumpe la adhesion
mediada por integrinas. Adaptada de (Nielsen y McNagny, 2008)°.
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A su vez, PCLP1 se expresa en las células endoteliales de las vénulas de

28,29
> donde

endotelio alto (HEV) presentes en los drganos linfaticos secundarios,
presenta una funcién proadhesiva debido a la unién a su ligando extracelular. Las
células de HEV ejercen un papel fundamental en la migracion de los linfocitos hacia
organos linfaticos secundarios. Dicha migracién se encuentra mediada por la
interaccion con las moléculas de adhesion celular leucocitaria denominadas selectinas
con moléculas presentes en la superficie de las células de HEV. En las células de HEV,
PCLP1 exhibe un patrén de glicosilacidn inusual constituido por grupos glucidicos
complejos sialilados relacionados con la familia de Lewis X (SLeX) que le permiten
interaccionar con su ligando presente en los linfocitos, la selectina L. Esta interaccion

entre PCLP1 y selectina L promueve el reclutamiento linfocitario a los drganos

. psas . . . ., . 30
linfaticos secundarios, ejerciendo una funcion proadhesiva.

1.3.2. PCLP1 en células del sistema nervioso

En los ultimos afos, varios trabajos han descrito la expresion de la proteina
PCLP1 durante el desarrollo del sistema nervioso central y en el cerebro adulto. Los
mayores niveles de expresién de PCLP1 se producen en los estadios postnatales,

31,32
Aungue la

especialmente en la placa cortical, hipocampo, cerebelo y prosencéfalo.
funcidén especifica de esta proteina durante el desarrollo neuronal aun se desconoce,
se sabe que participa en la morfogénesis neuronal regulando negativamente el
crecimiento y ramificaciéon de las neuritas. Recientemente se ha demostrado que
PCLP1 es requerida para la correcta la formacién y el mantenimiento de las sinapsis

neuronales, puesto que contribuye a la estabilizaciéon de los contactos sindpticos

tanto en el sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico.*®

1.3.3. PCLP1 en células hematopoyéticas

Al igual que otros componentes de la familia CD34, la proteina PCLP1 se

expresa durante el desarrollo embrionario en progenitores hematopoyéticos

34-36

tempranos, hemangioblastos y eritroblastos. Los niveles de expresién de PCLP1 en
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estas células son inferiores a los presentes en podocitos y van disminuyendo
progresivamente durante la maduracién celular. Pese a que su funcidn en este tipo
celular es aun desconocida, se ha sugerido que tanto CD34 como PCLP1 participan en
la migracion vy diferenciacién de las células hematopoyéticas durante el desarrollo.**
En la fase adulta su expresion permanece restringida a células del linaje
megacariocitico y a una subpoblacion de células madre hematopoyéticas presente en
médula ésea, la cual se encuentra relacionada con el linaje mieloide y linfoide.
Asimismo, se ha detectado expresion de PCLP1 en la membrana citoplasmica de

. . . . . 37-40
monocitos activados con factor estimulador de colonias de monocitos.

1.3.4. PCLP1 en células madre mesenquimales

La estructura glicosilada de PCLP1 participa en el mantenimiento de la
morfologia de las células madre. Esta proteina ha sido descrita como marcador de
células madre mesenquimales (MSCs), de células madre pluripotentes y se expresa de
forma elevada en células madre humanas embrionarias.*™ El estudio en MSCs ha
revelado que PCLP1, junto con otras proteinas, regula la diferenciacion y la agregacién
celulares y participa en la proliferacién clonal y en la migracién de estas células.***
Asimismo, las MSCs presentan una funcién inmunomoduladora, ya que contribuyen al
mantenimiento de la tolerancia periférica, feto-materna y de transplante, asi como en
la autoinmunidad y evasion tumoral.”® Un estudio reciente desarrollado en una
subpoblacién de MSCs, constituida por células progenitoras cardiacas, ha demostrado
qgue la expresion de PCLP1 promueve la activacién, adhesidén y migracion celulares y
favorece el estado inmaduro o no diferenciado. De hecho, la expresién de PCLP1

modula la capacidad inmunoreguladora local de las MSCs mediante la inhibicion de la

proliferacion de linfocitos T.*’
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1.4. Proteina PCLP1 y cancer

Son muchos los estudios que implican a PCLP1 en la malignidad tumoral. Asi, se
han detectado polimorfismos o alteraciones en la expresién de PCLP1 en varios

canceres humanos, incluyendo cancer de mama,*® préstata,49 péncreas,50 carcinoma

53 54
1, 1,

hepatocelular,51 testicular,®® embrionario,*? ovérico,?® colorrectal,”® renal,* tiroideo,

3758 andemads, niveles elevados de

pulmonar,”® tumores cerebrales®’ y leucemias.
expresiéon de PCLP1 en células tumorales se asocian con tumores de alto grado,
agresivos, con mayor riesgo de metastasis y prondstico negativo. Este vinculo entre
PCLP1 y metastasis se ha visto reforzado por estudios que muestran un aumento del

potencial invasivo en células tumorales que sobreexpresan ectdpicamente

26,48,49,53,54,59-64
PCLP1.

En cuanto a los mecanismos que subyacen a la metastasis inducida por PCLP1,
la capacidad para promover la malignidad tumoral se ha atribuido tanto a su
propiedad antiadhesiva como a la proadhesiva. Diversos estudios in vitro, han
demostrado que la capacidad antiadhesiva de esta proteina interrumpe el contacto
célula-célula, incrementa la migracion y altera la morfologia celular, dando lugar a un

21274839 por otro lado, se ha descrito que PCLP1 induce la

fenotipo metastasico.
adhesién celular a proteinas de la matriz extracelular, la migracién y la interaccién
intercelular de manera dependiente de integrinas, unas moléculas de adhesién
implicadas en la progresidon del cancer. En la misma linea, se ha demostrado que
PCLP1 expresada en células tumorales pancredticas estimula la adhesidn a la selectina
E y selectina L presentes en el endotelio vascular y en los linfocitos, respectivamente,

65,66

contribuyendo a la metdstasis de las células cancerosas. Asimismo, la regién

cromosdémica 7932-q33, donde se localiza el gen PODXL se haya ligada a formas

. 4 . 67,68
agresivas de cancer de prostata.

El incremento de la migracién e invasividad mediado por PCLP1 es dependiente
de su ligando intracelular, la ezrina, que participa en la interaccién de PCLP1 con el
citoesqueleto e induce la activaciéon de las rutas de sefializacién fosfoinositol 3-

quinasa (PI3K) y proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK).”® Dichas rutas
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afectan a funciones celulares relacionadas con la tumorigénesis y metdstasis, y se
encuentran implicadas en la induccidon de metaloproteinasas que degradan la matriz

69,70

extracelular (MMP) facilitando la migracion e invasidon tumorales. Cabe destacar

que los ligandos intracelulares de PCLP1, la ezrina y NHERF, se encuentran asociadas a

. . P . . . 71-74
varios tipos de cancer contribuyendo al fenotipo maligno.

Por otra parte, se ha atribuido a PCLP1 un importante papel regulador en la
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) inducida por el factor de crecimiento
transformador Bl (TGF-B1).”” Durante el proceso de EMT las células epiteliales
pierden su polarizacion apical-basal y el contacto entre células adoptando una

, . . . . . . 76
morfologia mesenquimal y un comportamiento invasivo y migratorio.

1.5. PCLP1 y cancer de mama

El cdncer de mama representa el tipo de cancer mas frecuente en mujeres con
una incidencia anual de 1,68 millones de casos diagnosticados en la poblacidon
femenina mundial y mas de 25.000 casos en Espafia, suponiendo el 29% de los
tumores femeninos (Agencia Internacional de Investigacién del Cancer o AIRC, 2012).
Ademas, el cancer de mama es la principal causa de mortalidad por cancer en
mujeres, siendo la propagacidn metastasica a oérganos distantes la causa

predominante de la muerte de estas pacientes.

Los tumores mamarios se distinguen en funciéon de la localizacién, fase del
tumor vy perfil molecular. Habitualmente, se utilizan los términos ductal y lobulillar
para distinguir los tumores que se encuentran en el conducto lacteo o en el I6bulo
mamario, respectivamente. Por otra parte, los tumores mamarios son clasificados
segln su tamano, extensién tumoral, grado histoldgico e invasion a ganglios linfaticos.
A su vez, los tumores mamarios se clasifican en base a la expresion de tres moléculas
principales: receptor de estrégenos (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor 2
humano del factor de crecimiento epidérmico (HER-2), también denominado ErbB2.
Los tumores positivos para ER son de bajo grado y se dividen en luminal A y luminal B

en funcidén de la expresién de la molécula HER-2. El subtipo luminal A es el mas comun
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(50-60%), es negativo para HER-2 y presenta mejor prondstico. Por el contrario, el
subtipo luminal B (10-20%) expresa HER-2 y presenta un fenotipo mas agresivo y peor
prondstico.”” Los tumores clasificados dentro del subtipo HER-2, engloban entre el 15
y el 20% de los canceres de mama. Estos tumores son negativos para ER y PR y se
encuentran asociados a la malignidad y al pronéstico desfavorable. Por ultimo, los
canceres del subgrupo basal (a veces denominado como triple negativo) se
caracterizan por la ausencia de ER’, PR" y HER-2, son de alto grado y presentan un
rapido crecimiento.”® Relacionado con el subtipo basal, recientemente se ha descrito
el subtipo claudin-low, con bajos niveles de claudina y otras moléculas implicadas en
el proceso EMT y con caracteristicas asociadas a células madre mamarias.” En la tabla
presentada a continuacion (Tabla 1) se muestran los tipos de carcinomas mamarios y

las correspondientes lineas celulares desarrolladas.

Tabla 1. Clasificacién de carcinomas mamarios y sus correspondientes lineas celulares.*

Clasificacion Perfil Lineas celulares

Luminal A ER', PR, HER2™ MCF-7, T47D, SUM185

Luminal B ER', PR, HER2" BT474, ZR-75

Basal ER”, PR™, HER2™ MDA-MB-468, SUM190

Claudin-low K ER”, PR™, HER2™ BT549, MDA-MB-231, Hs578T, SUM1315
HER2 ER, PR, HER2" SKBR3, MDA-MB-453

Los tumores mamarios malignos habitualmente sufren metdstasis a lugares
como hueso, pulmodn, higado y cerebro. Pese a que alin no se conoce con claridad, se
ha observado que los tumores ER" tienen predileccién por hueso, mientras que los
tumores de tipo lobulillar invasivo migran al tracto gastrointestinal y a ovarios.®#
Para predecir el prondstico de pacientes con tumores mamarios se tienen en cuenta
caracteristicas como el tamafo tumoral, la invasién de ganglios linfaticos y la pérdida

de diferenciacidn histopatoldgica, cuyos valores se utilizan en clinica como

marcadores de malignidad o de prondstico desfavorable. Sin embargo, muchos
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tumores agresivos no presentan estas caracteristicas, encontrandose tumores
metastasicos sin diseminacién a ganglios linfaticos. Por esta razén es necesaria la

identificacion de marcadores de malignidad adecuados.

Los tumores positivos para PCLP1 se asocian con carcinomas mamarios de tipo
basal (ER’, PR" y HER-2'), son de grado avanzado y se relacionan con factores de
pronéstico desfavorable como expresion anormal de p53.83 Varios estudios realizados
en carcinomas mamarios demuestran que los altos niveles de expresion de PCLP1 se
restringen a una subpoblacién de carcinomas invasivos que incluyen tumores
agresivos sin diseminacidn a ganglios linfaticos axilares y que se correlacionan con un
prondstico desfavorable. De hecho, el tiempo medio de supervivencia en pacientes
con tumores que presentan niveles de expresion de PCLP1 muy elevados es 8 veces
menor (9 afios) que el observado en pacientes con baja o nula expresion de esta
proteina (15 afios).”® Por otro lado, estudios in vitro de sobreexpresiéon y
silenciamiento de PCLP1 en lineas celulares mamarias MCF-7 y MDA-MB-231,
respectivamente, han determinado que PCLP1 incrementa la migracion, invasion,
formacion de invadopodios, asi como la expresion de las metaloproteinasas MMP1 y

MMP9 y la actividad de MAPK y PI3K en células de cancer de mama.>>?*

Otro trabajo
reciente muestra que la supresién de PCLP1 en la linea celular de cancer de mama
MDA-MB-231 inhibe profundamente la formacién de tumores primarios y metastasis
secundarias al transplantarlas en ratones.® Por todo ello, se ha sefialado a PCLP1

) . . 48,59,83
como marcador pronostico en pacientes con cancer de mama.”™”
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2. SISTEMA INMUNITARIO

El sistema inmunitario estd constituido por un conjunto de moléculas, células,
tejidos y drganos que trabajan de forma coordinada en el mantenimiento de la
homeostasis. Se trata de un sistema altamente especializado cuya funcién es
reconocer y reaccionar frente a sustancias extrafias tales como virus,
microorganismos  patégenos, células transformadas y células dafiadas,
neutralizdndolas a la vez que mantienen intactas las células sanas. Las células del
sistema inmunitario se encuentran distribuidas en la sangre y la linfa, en érganos
linfaticos y dispersas en practicamente todos los tejidos. Su organizacién anatémica y
capacidad de circular entre la sangre, la linfa y los tejidos son dos caracteristicas de
vital importancia para la generacién de la respuesta inmunitaria. Cuando las células
inmunitarias detectan un antigeno desencadenan una serie de procesos fisioldgicos,
moleculares y celulares para eliminarlo. En funcién del tipo de respuesta,
histéricamente se han distinguido dos tipos de inmunidad, «innata o propia» vy
«adaptativa o especifica», cuyos componentes se interrelacionan entre si y se regulan

para obtener una respuesta rapida y especifica.

Las células que forman parte del sistema inmunitario provienen de un
precursor hematopoyético comun (HSC) presente en la médula ésea que da lugar a
dos linajes diferentes en funcién de las citocinas y factores de crecimiento producidos
en la zona. El linaje linfoide se diferencia para dar lugar a células linfocitarias, tales
como linfocitos T, linfocitos B, células NK y células dendriticas (DCs).86 Por otro lado, el
linaje mieloide da lugar a los glébulos rojos, plaquetas, granulocitos (neutréfilos,
eosindfilos, basoéfilos), monocitos y DCs. Las células NK, DCs, macrdfagos, granulocitos
y mastocitos se engloban como células del sistema inmunitario innato y representan
la primera linea de defensa frente a patégenos o a agentes extrafios. Por el contrario,
los linfocitos T, B y sus mediadores humorales (citocinas y anticuerpos) generan una

respuesta especifica de antigeno o adaptativa (Figura 3).
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Figura 3. Hematopoyesis. En la médula dsea, la célula madre pluripotente da lugar a dos linajes
denominados mieloide y linfoide. El linaje mieloide da lugar a los megacariocitos y plaquetas, eritrocitos,
granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y baséfilos) y monocitos. Los monocitos se diferencian finalmente a
macrdéfagos y células dendriticas. Por otro lado, el linaje linfoide da lugar a los linfocitos B, T, células NK 'y a

las células dendriticas.
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medida en la respuesta antitumoral, tales como las DCs, linfocitos Ty células NK.
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2.1. Células dendriticas

Las DCs son consideradas las células presentadoras de antigeno mas potentes
de la respuesta inmunitaria innata. Su principal funcidn es la captura, procesamiento y
posterior presentacién antigénica a linfocitos T y B promoviendo su activacion o
tolerancia. Simultaneamente, las DCs producen citocinas y otras proteinas a través de
las cuales modulan la respuesta inmunitaria y a su vez reconocen y eliminan de forma
directa patdgenos y células anormales.?’ Estas células se caracterizan por la ausencia
de marcadores de linaje como CD14 (monocitos), CD3 (linfocitos T), CD19, CD20 y
CD24 (linfocitos B), CD56 (células NK), por su elevada expresion en superficie de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y por su morfologia
caracteristica, la cual exhibe largas proyecciones membranosas y altas
concentraciones de estructuras intracelulares relacionadas con el procesamiento

antigénico.

Este tipo celular se encuentra ampliamente distribuido en tejidos y érganos
linfaticos y no linfaticos formando un grupo heterogéneo que se clasifica en funcién
de su localizacién, funcidon y fenotipo. En la circulacion sanguinea las células
dendriticas representan del 0,5 al 2% de las células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs). Estudios recientes afirman que las células dendriticas surgen tanto
de progenitores mieloides como linfoides, distinguiéndose tres grupos principales:
células dendriticas mieloides, células dendriticas plasmacitoides y células dendriticas

derivadas de monocitos (MoDC).%8%°

Las DCs mieloides son las mas abundantes,
representan el 80% de las DCs sanguineas y se caracterizan por la expresion de CD11c.
Esta subpoblacién celular forma parte de las denominadas DCs convencionales, a las
cuales se les atribuyen las funciones y estructura descritas anteriormente. Por otro
lado, las DCs plasmacitoides aparecen en menor proporcion y se designan por su
morfologia similar a células plasmaticas. Forman parte de las denominadas DCs no

convencionales ya que sus funciones difieren de las habituales, son las principales

células productoras de interferdn (IFN) de tipo I, no son fagociticas y son ineficientes

13
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en la presentacion antigénica. Las DCs plasmacitoides humanas se caracterizan por la

expresion de CD123 (cadena-a del receptor IL-3) y no expresan CD11c.”°

Para desarrollar su funcion como presentadoras de antigeno, las DCs presentan
dos estados funcionales: inmaduras (iDCs) o especializadas en capturar antigenos y
maduras (mDCs) o especializadas en presentar antigenos. Habitualmente, las DCs
permanecen en los tejidos periféricos en estado inmaduro, donde funcionan como
centinelas que capturan antigenos y mantienen la tolerancia periférica. Para ello
expresan moléculas de adhesién y receptores de quimiocinas como CCR1 y CCR5,
presentan altos niveles de actividad endocitica, baja expresion de moléculas MHC en
su superficie y capacidad inmunoestimuladora disminuida. La presencia de antigenos
y estimulos patogénicos, inflamatorios o de dafio tisular como IFN-a, CD40L, TNF-q,
IL-1 o IL-6 o lipopolisacaridos (LPS) de bacteria o virus, activan a las iDCs finalizando la
captura e iniciando la presentacidn antigénica. Este proceso conlleva la reorganizacién
del citoesqueleto para expresar moléculas MHC unidas al péptido antigénico y
receptores implicados en la migracion a tejidos linfaticos (disminucion de CCR1 y CCR5
y aumento de CCR7). Por ultimo, la estimulacidon de las DCs incrementa la expresidn
de marcadores de superficie asociados a la maduracién y activacion de estas células,
como las moléculas de adhesién CD54 y CD58 y las moléculas CD40, CD80, CD86 vy

CD83, implicadas en la estimulacion de la respuesta inmunitaria (Tabla 2).”7*

Tabla 2. Fenotipo de las DCs en funcidn del estado de maduracion.

Marcadores Localizacién Funcién

T CCR1y CCR3 Migracién hacia tejidos periféricos Cantura
iDC JMHC, CD40, CD54, CD58, como piel, bazo, higado, pulmén, anfi énica

CD80, CD83, CD86 corazon, rifidn y mucosas &

L CCR1y CCR5 Migracion hacia érganos linfaticos

Presentacion

secundarios
mDC MHC, CD40, CD54, CD58, antigénica

CD80, CD83, CD86 y CCR7
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2.2. Linfocitos T

Los linfocitos T son los mediadores de la inmunidad celular. Sus precursores
migran y maduran en el timo donde pueden permanecer, circular en sangre o residir
en organos linfaticos. Se caracterizan por la expresion en membrana del receptor de
reconocimiento de antigenos (TCR), a través del cual reconocen fragmentos
peptidicos derivados de antigenos extrafios unidos a moléculas MHC o HLA (antigeno
leucocitario humano), induciendo su activacion y el inicio de la respuesta

inmunitaria.”*

Los linfocitos T se definen por la expresién de la molécula de sefializacién CD3 y
se clasifican principalmente en dos subtipos, en base a la expresion de las moléculas
correceptoras de membrana CD4 y CD8. Los linfocitos CD4", denominados linfocitos T
cooperadores (Th), reconocen péptidos antigénicos presentados por moléculas MHC
de clase Il. En cambio, los linfocitos T CD8", o linfocitos T citotdxicos (CTLs), reconocen
péptidos antigénicos presentados por moléculas MHC de clase I.* Los linfocitos T
citotéxicos, como su nombre indica, son capaces de eliminar de forma directa las
células tumorales mediante mecanismos de citotoxicidad. Por otro lado, los linfocitos
T cooperadores tienen como funcidn principal la modulacién o amplificacion de la
respuesta inmunitaria a través de la secrecién de citocinas. En funcion del estimulo los
linfocitos Th pueden desarrollar subpoblaciones de linfocitos T que amplifiquen o
regulen la respuesta inmunitaria. Los denominados linfocitos T reguladores (Tregs)
componen una de las subpoblaciones de vital importancia en la respuesta
antitumoral. Su desarrollo es esencial en la regulacion de la respuesta inmunitaria y
en la tolerancia ante antigenos propios. Actuan produciendo un exceso de citocinas
supresoras, como TGF-B1, que regulan la activacién y funcién de linfocitos T y B. Las
células Treg representan entre un 10 y un 15% del total de linfocitos CD4" en
humanos y se caracterizan por la expresion de CD4, CD25 y CD127 en su superficie y el
factor de transcripcion denominado FOXP3 que participa de forma directa en el

desarrollo y funcién de esta subpoblacién Treg. %
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2.3. Células NK

Los linfocitos citoliticos naturales o Natural killer, denominadas células NK,
fueron identificadas en 1975 como linfocitos granulares capaces de lisar células
tumorales y células infectadas en ausencia de sensibilizacion previa.”’ Representan
menos del 1% de las células sanguineas periféricas y entre un 5 y un 15% de los
linfocitos totales. Se definen fenotipicamente como células CD56'CD3  y se
distribuyen mayoritariamente en sangre, tejidos linfaticos y bazo, y en menor medida
en el higado, cavidad peritoneal y placenta. Participan en la defensa frente a tumores
e infecciones viricas mediante citotoxicidad directa o indirecta a través de la

produccion de citocinas y quimiocinas que modulan la respuesta inmunitaria.

Las células NK se desarrollan a partir de un precursor comun a linfocitos T, que
sufre diferenciacién hacia un linaje T o NK en funcién del microambiente (Figura 2).%®
Dentro de las células NK sanguineas, han sido identificadas dos subpoblaciones
funcionales en base a los niveles de expresion de CD16 y CD56 en su superficie. Las
células con altos niveles de expresién de CD56 y expresion baja o nula de CD16 se
denominan NK CD56°"™CD16"™ y representan entre el 10 y 20% de las células NK
sanguineas. Se caracterizan por ser una gran fuente de citocinas, pero muestran una
menor capacidad citotdxica. El 80-90% restante pertenece a las células NK con una
expresiéon moderada de CD56 y altos niveles de CD16 en su superficie, denominadas
CD56%™CD16"""™, Esta subpoblacién desempefia un papel opuesto, es decir, una gran
actividad citolitica y menor produccion de moléculas inmunomoduladoras. Sin
embargo, recientemente se ha descrito que después del reconocimiento tumoral son
capaces de liberar grandes cantidades de citocinas y quimiocinas. Las células NK
CD56"" M prevalecen en tejidos linfaticos secundarios y se cree que dan lugar a las

di . Iy 99,100
CD56“™, que predominan en sangre periférica.
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3. SISTEMA INMUNITARIO Y CANCER

Las células transformadas presentan ciertas alteraciones que son reconocidas
por las células del sistema inmunitario. Los antigenos tumorales identificados se han
clasificado en tres grupos principales en base a su patrén de expresion: especificos de
tumores (TSA), asociados a tumores (TAA) y asociados a transplante o inducidos por
virus (TATA). Los antigenos exclusivos de tumores o TSA, surgen de mutaciones o
translocaciones genéticas y estan implicados directamente en la carcinogénesis. Los
antigenos denominados TAA se expresan en células sanas, pero desencadenan
respuesta inmunitaria por su expresién aberrante, regulacion andmala o expresion en
tejido o tiempo erréneos. Estos antigenos TAA incluyen antigenos de testiculos y
tejido placentario que se expresan en tumores epiteliales, proteinas sobreexpresadas
como p53, ErbB2 y antigenos de diferenciacién como el antigeno prostatico especifico

(PSA).

3.1. Inmunovigilancia e inmunoedicién tumoral

En 1909, Paul Ehrlich fue el primero en introducir el concepto de
. .. . 101 .. . . . .
inmunovigilancia,” sugiriendo el papel del sistema inmunitario en el control del
cancer. Varios afios después, Lewis Thomas y Frank Macfarlane Burnet demostraron
que las células efectoras inmunitarias, principalmente las células NK y los linfocitos T,
son capaces de monitorizar, reconocer y eliminar células transformadas o evitar su

desarrollo inicial.**>'%

Prueba de ello es que los ratones inmunodeficientes se
encuentran mds predispuestos a desarrollar tumores que los ratones
inmunocompetentes, obteniendo unos tumores mas inmunogénicos.'® Estas
evidencias ponen de manifiesto la capacidad del sistema inmunitario no sélo para
proteger al huésped de la formacion y desarrollo tumoral, sino también para modular

la inmunogenicidad del tumor.'®

De aqui surgié el concepto de immunoedicién
introducido por Dunn y colaboradores, el cual sostiene que el sistema inmunitario
participa en la formacién y crecimiento del tumor mediante la seleccién de las

variantes menos inmunogénicas, permitiendo la supervivencia tumoral en un
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. . o . 106
ambiente inmunolégico intacto.

El proceso de inmunoedicidén, en el que se encuentran implicadas células
inmunitarias, células tumorales y células del microambiente tumoral, consta de tres
fases: eliminacidn, equilibrio y escape (Figura 4). En primer lugar se desarrolla la fase
de eliminacién, donde el sistema inmunitario detecta la presencia de tumores y trata
de eliminarlos. Esta fase se completa cuando todas las células tumorales han sido
suprimidas. De no ser asi, comienza la fase de equilibrio, donde el sistema inmunitario
contiene la extensidn tumoral sin erradicarla. En esta etapa se alcanza un balance
dindamico entre las células tumorales y el sistema inmunitario, que puede ser de larga
duracién. Durante esta fase de equilibrio, la presidon ejercida por el sistema
inmunitario aumenta la heterogenicidad tumoral, surgiendo nuevas células tumorales
con diferentes mutaciones o caracteristicas que les proporcionan a estas células una
mayor resistencia al ataque inmunitario. Esta adquisicion de nuevas variantes
tumorales podria favorecer el escape tumoral, donde las células tumorales
comenzarian a crecer sin ninguna restriccion inmunolc')gica.107 Recientemente se ha
propuesto la “teoria de la inmunidad discontinua”,*® la cual puntualiza que las células
NK responden a las alteraciones tumorales iniciales pero se vuelven tolerantes a la
exposicion continua, mostrando una respuesta citotoxica reducida. En este sentido,
varios estudios han demostrado que las células NK aisladas del infiltrado tumoral o de
sangre periférica de pacientes con cancer presentan una citotoxicidad
significativamente reducida y que la exposicién antigénica crénica puede tener como

. . .. , 109,110
consecuencia una citotoxicidad defectuosa de las células NK.”™™
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Tejido sano

Lo

Carcinégenos
Infeccioén viral
Inflamacion cronica
Mutaciones

Inmunidad innatay
adaptativa

Eliminacion Equilibrio

Inmunoedicién

o olL-12
o
@ Coas o FN-y
Tcell * ,

Células transformadas

“Danger” @@ 0 .
signals  Tumor  NKR 4
. e arltigens ligands

Pérdidade
inmunogenicidad

Escape

@ Célulasana

Célulatransformada altamente @’ MO
inmunogénica W10 1= TGER
T8

’ PD-L1 Galectin-1
] Célulatransformada con

pocainmunogénicidad e
inmunoevasiva

Crecimiento tumoral

Figura 4. Proceso de inmunoedicion del cancer por las células inmunitarias efectoras.
Fases que componen el proceso de inmunoedicién tumoral: eliminacidn, equilibrio y

escape. Adaptada de (Schreiber R.D y cols., 2011)'".
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4. CELULAS NK Y CANCER

Varios estudios han atribuido a las células NK un papel esencial en la proteccion

frente a tumores. '3

Uno de ellos muestra que ratones carentes de células NK
presentan mayor incidencia de canceres espontaneos, metdstasis y defectos en la

citotoxicidad.

4.1. Reconocimiento tumoral

A diferencia de otros linfocitos, las células NK utilizan un sistema de
reconocimiento altamente especifico arbitrado por multitud de receptores que

. ~ . .7 . s e 114
inducen sefales de activacion e inhibicidn celular.

Los receptores inhibidores
reconocen moléculas presentes en células sanas previniendo la respuesta frente a
estas células. Por otro lado, los receptores de activacién reconocen moléculas
inducidas por estrés celular que se encuentran en la superficie de células
transformadas. El estado de activacion de la célula NK se encuentra determinado por
la integracion de las sefiales generadas por los receptores activadores e inhibidores,
de forma que, si las sefiales de activacidn superan a las de inhibicién, se iniciard la
respuesta citotdxica. De esta manera, las células NK son capaces de reconocer
variaciones en moléculas de superficie promovidas por la transformacién celular,
como la pérdida de marcadores propios o el aumento o aparicidn de antigenos
tumorales. En células sanas, la expresidn de MHC de clase | induce la transmisién de
sefiales inhibidoras al interior de la célula NK y, por tanto, resistencia a la lisis por las

11 . .z
> En cambio, la reduccién o

células NK, lo que evita su destruccion (Figura 5a).
ausencia de MHC propio como consecuencia de la transformaciéon maligna provoca la
lisis de las células tumorales por las células NK al no recibir sefiales inhibidoras (Figura
5b). Este mecanismo de reconocimiento fue originalmente propuesto por Karre y
colaboradores y se conoce como la hipdtesis de la pérdida de lo propio (missing self
hypothesis).116 Asimismo, la activacién de las células NK inducida por el
reconocimiento de moléculas sobreexpresadas en las células tumorales se designé

como la hipédtesis de la induccion de lo propio (induced-self hypothesis) (Figura 5¢c). **’
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Adicionalmente, la presencia de citocinas como IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-

21 y IFN-y tipo | y quimiocinas es esencial para la estimulacion de la respuesta

. , 118
antitumoral por parte de las células NK.

A
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activacion activacion
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tumoral
y .

,/ La pérdida de moléculas
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— de lacélulatumoral
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| Strress-Induced Self |
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Laregulacioén positiva de ligandos
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>

D
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Figura 5. Sistema de reconocimiento de las células NK. Los receptores expresados por las células
NK son capaces de activar o inhibir la respuesta de las células NK después de interaccionar con sus
ligandos especificos en la célula diana. A) Tolerancia: La célula sana presenta ligandos propios que
inhiben a la célula NK. B) Hipotesis de Missing Self o pérdida de lo propio: activacion de la célula
NK debido a la pérdida de marcadores propios en la célula diana transformada. C) Hipdtesis de
Stress-induced Self o induccion de lo propio: el proceso de transformacién induce la expresion de
moléculas antigénicas en la superficie de células diana, lo que promueve la sefial activadora en la

célula NK. Adaptada de (Vivier E y cols., 2012)*"".
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Los receptores de células NK estudiados hasta la fecha pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas o de las lectinas tipo C (lg), cuyos ligandos sélo
se conocen parcialmente. Para ejercer su efecto inhibidor o activador, estos
receptores desencadenan una sefalizacidn intracelular basada en la fosforilacion de
quinasas tirosina que se agrupan formando unos dominios conocidos como
estructuras tirosinicas de inhibicién o activacion del receptor inmunitario (ITIMs o
ITAMs). Estas estructuras son necesarias para el progreso o contencién de la
respuesta antitumoral y se localizan en la cola citoplasmica de los receptores de

inhibicién o en proteinas adaptadoras unidas a receptores de activacion (Figura 5).

MIC-AB B7-H6 Nectina2
HLA-E HLA-l  HLA-ABC HLA-E  ULBP1-5 ViralHA  BAT3 ViralHA  PVR

e i — - R

OO0=

Q le) @) "
Célula ? o T Q
‘ HYxxM ;HFcRV Jﬁ;ﬁFch [‘HFch }H
¥ vpapr2 | ¥ Vpapr2 ¥ ipap1o™ ¥ " oosg b “epa g coyy ¥ Vpapr2
CD94 CD94 v ¢ b

NKG2A LIR KIR  KIR2DS1 NKG2C/E NKG2D CD16 NKp46 NKp30 NKp44 DNAM-1

Receptoresinhibidores Receptores activadores

Figura 6. Receptores activadores e inhibidores expresados en la superficie de células NK y sus
respectivos ligandos expresados en las células diana.

4.1.1. Receptores de inhibicidn

Los receptores de inhibicidn son moléculas altamente polimdrficas que
reconocen moléculas MHC de clase | y se expresan de forma dominante respecto a los
receptores de activacion para prevenir la destruccién de las células sanas

autélogas.'* Estos receptores actdan inhibiendo la citotoxicidad y la produccién de

120,121
L

citocinas mediante el reclutamiento de fosfatasas de tirosina intracelulares. os

receptores inhibidores se componen de un amplio rango de moléculas cuyo
mecanismo de accién no se ha establecido de forma clara. No obstante, se han

definido tres grupos principales implicados en la inhibicién de las células NK: los
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receptores del tipo inmunoglobulina del linfocito citolitico (KIRs), los receptores
leucocitarios del tipo inmunoglobulina (LIR) y el heterodimero denominado

CD94/NKG2A.

Los receptores KIR son glicoproteinas de superficie celular muy diversas
pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas y que tienen como ligandos
moléculas de MHC de clase | o HLA de clase | en humanos, como HLA-A, -B, -Cy -G
Recientemente se ha determinado que algunos KIR carecen de motivo ITIM y generan
sefializacién activadora a través de DAP12 y que otros subtipos KIR son capaces de
desempenar ambas funciones.'?® Por otro lado, los receptores LIR reconocen distintas
moléculas de HLA clase | y el heterodimero CD94/NKG2A, perteneciente a la familia

. . . 124
de las lectinas tipo C, se une a la molécula HLA-E.

4.1.2. Receptores de activacion

Las células NK expresan un amplio rango de receptores de activacién que han
sido intensamente estudiados por su papel en la respuesta antitumoral. En su mayoria
estas moléculas transmembrana presentan un corto dominio intracelular incapaz de
desencadenar una sefializacion intracelular, por lo que se acoplan a moléculas
adaptadoras como FceRyl, CD3, DAP10 o DAP12 en la regidén transmembrana. La
fosforilacion de estas proteinas adaptadoras promueve la asociacién a proteinas
intracelulares que inducen la estimulacion de la funcién efectora de las células NK.'*
De entre los numerosos receptores activadores cabe destacar los siguientes: la

molécula NKG2D, los receptores de citotoxicidad natural (NCR), el receptor CD16 y la

molécula accesoria de la molécula DNAX1 (DNAM-1).

NKG2D es una glicoproteina transmembrana de tipo Il que genera respuestas
citotéxicas a través de la unidén a la proteina adaptadora DAP10. La fosforilacion de
DAP10 recluta varias moléculas de sefializacion que inducen la polimerizacion del
citoesqueleto de actina, la maduracién de la sinapsis citolitica y la lisis de la célula

126

diana.””” La importancia de NKG2D en la eliminacidn y prevencién de la progresién

tumoral ha sido considerada en estudios in vivo, donde se ha descrito que la
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neutralizacidn de este receptor aumenta la incidencia de tumores en ratones y que su
sefializaciéon a través de DAP10 es suficiente para la induccién de la citotoxicidad

.. .z . . 127,128
aunque deficiente para la produccién de citocinas como IFN-y.”"

Los ligandos de NKG2D conocidos hasta la actualidad en humanos son
proteinas transmembrana de tipo | altamente polimérficas pertenecientesal grupo de
moléculas MHC no clasicas. De entre ellos cabe destacar la secuencia polipeptidica
A/B relacionada con MHC de clase | (MIC-AB) y las proteinas de unién a la proteina
UL-16 (ULBPs).”*° pese a que dichos ligandos presentan una expresion tisular
restringida a ciertos tipos de células normales, su expresidon puede ser inducida por
sefiales de estrés celular como estrés oxidativo™" y elementos transcripcionales de

132 . ~
o moléculas que causan dafo al

choque térmico (HDP70, heat shock protein 70)
ADN como es el caso de la radiacion ionizante, el cisplatino, la afidilcolina, la

. .. . . 133
mitomicina C o la hidroxiurea.

Los receptores NCR constituyen un grupo de proteinas estructuralmente
diferentes pero todas ellas pertenecientes a la superfamilia de inmunoglobulinas. Los
receptores NKp46 (NCR1 o CD335) y NKp30 (NCR3 o CD337) actuan a través de las
moléculas adaptadoras CD3Z o FceRyl y el receptor NKp44 (NCR2 o CD336) se asocia a

134-136
Estos

la molécula adaptadora DAP12 para transmitir la sefial activadora.
receptores cooperan entre si induciendo la citotoxicidad frente a una gran variedad
de células diana, siendo el receptor NKp46 el que mayor respuesta citotoxica
genera.137 Los ligandos tumorales reconocidos hasta la fecha comprenden los heparan
sulfatos, el transcrito 3 asociado a HLA-B (BAT3) y el miembro de la familia B7

. .. p 138-140
denominado B7-H6, ambos presentes en la superficie de las células tumorales.

FcyRllla o CD16 se trata de un receptor ampliamente conocido por su papel en

la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).**!

Dicho receptor
reconoce la region Fc (fragmento constante de las inmunoglobulinas), de forma que
permite detectar células diana recubiertas por anticuerpos. Cuando esto ocurre, el
CD16 desencadena la sefalizacion intracelular a través de cadenas CD3T y FceRyl

resultando en la activacion de las células NK. De hecho, se ha observado que las
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diferencias en los niveles de expresion de CD16 tienen consecuencias funcionales para

la ADCC de las células NK.******

DNAM-1 o CD226, es una molécula transmembrana que promueve la adhesidon
celular, la secrecién de citocinas y la apoptosis de células diana. Presenta una cola
citoplasmica con lugares de fosforilaciéon a través de la cual lleva a cabo dichas
funciones. Sus ligandos, la nectina 2 (CD112) y el receptor de poliovirus (PVR) o

. 144-146
CD155, se encuentran altamente expresados en células tumorales.

4.1.3. Otros receptores

Se han descrito otros receptores que participan en la respuesta de las células
NK, sin embargo aun no esta claro su papel en la respuesta inmunitaria. Un ejemplo
de ello son los receptores CD94/NKG2C,E,**” NTB-A™® y 2B4 O CD244," los cuales
pueden presentar una funcién activadora e inhibidora. Ademas, si bien los receptores
descritos son suficientes para llevar a cabo la sefial de activacion, su actividad puede
ser regulada de manera positiva por la accién de otros receptores como CD54 (ICAM-
1),**° cD69,"' cD49f, > cD18 y CD11b."** Aunque el modo de accién de dichos
receptores en las células NK no ha sido determinado en profundidad, se cree que

actuan como co-estimuladores de la respuesta inmunitaria de las células NK.

4.2. Sinapsis inmunoldgica

El reconocimiento de la célula tumoral por parte de la célula NK requiere una
unién estable que permita la interaccion entre ambos tipos celulares. La sinapsis
inmunolégica es una estructura micrométrica compleja que favorece la unién de los
receptores a sus ligandos, permitiendo la comunicacion entre células NK y células
tumorales. La formacién de la sinapsis inmunolégica es un proceso secuencial que
conlleva la adhesién, reorganizacion del citoesqueleto y segregacidn de receptores de
membrana hacia la zona de la sinapsis. Inmediatamente después de la reorganizacién,
los receptores se concentran formando grupos de activacion supramolecular (SMACs),

de forma que los receptores activadores, inhibidores y co-estimuladores se aglutinan
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en un SMAC central y las moléculas de adhesion e integrinas se concentran en un
SMAC periférico favoreciendo una union estable entre ambos tipos celulares. Una de
las principales moléculas implicadas en el ensamblaje y formacion de la sinapsis es el
antigeno asociado a la funcion linfocitaria tipo 1 (LFA-1 o CD11a), que media la
polimerizacion de F-actina. Posteriormente, la sefializacion generada por los
receptores de activacion e inhibicion determinara la respuesta final llevada a cabo por
la célula NK. De este modo, si la respuesta es inhibidora la sefalizacion de LFA-1
queda reprimida y si la respuesta es activadora se estimula la polimerizacion de los
microtubulos.™ Esta polimerizacion favorece el trafico de vesiculas hacia diferentes
zonas: las vesiculas que contienen granulos citotdxicos son dirigidas hacia la zona de
sinapsis y las vesiculas que contienen citocinas se distribuyen a cualquier punto de la

155
membrana celular.

Durante la sinapsis inmunoldgica se produce una transferencia bidireccional de

156,157
=77 Este

moléculas y fragmentos de membrana entre las células NK y células diana.
proceso, denominado trogocitosis, ocurre poco después de la formacién de
conjugados y se cree que puede contribuir al mantenimiento de la sinapsis
inmunolégica con el objetivo de recuperar la membrana perdida durante la
exocitosis.”*® Pese a que aun no se han establecido con detalle las consecuencias de
este intercambio de fragmentos, recientemente se ha descrito la trogocitosis como un
mecanismo de control de la respuesta inmunitaria a través de la modificacion de las

s . . 159-162
caracteristicas funcionales de la célula receptora.

4.3. Respuesta antitumoral

La capacidad de las células NK para eliminar las células transformadas se
encuentra determinada por cuatro vias principales 1) la exocitosis de granulos
citotoxicos que inducen la necrosis y apoptosis tumoral; 2) la expresion de ligandos de
receptores de muerte que culminan en la apoptosis tumoral; 3) la liberacién de

citocinas que estimulan la respuesta antitumoral de las propias células NK y de otros

26



Introduccion

componentes del sistema inmunitario; 4) la ADCC mediada por el receptor

CD16/FcyRllla.

4.3.1. Secrecidn de granulos citotdxicos

El mecanismo mas potente de lisis tumoral utilizado por las células NK es la
secrecidn de granulos citotéxicos que contienen proteinas citotéxicas como perforina
y granzimas hacia la célula tumoral. La perforina forma un poro en la célula tumoral
que permite el paso de las granzimas al citoplasma de la célula diana. Por un lado, en
respuesta al calcio, la perforina polimeriza y forma poros acuosos, que pueden

J T o ) . 163,164
provocar la pérdida de estabilidad osmdtica y muerte de la célula tumoral.™ " P

or
otro lado, las granzimas inducen la apoptosis en la célula tumoral mediante la

. .z . . . 165
activacion de caspasas o a través de una ruta independiente de ellas.

4.3.2. Ligandos de receptores de muerte

En la superficie de las células NK se expresan ligandos de receptores de muerte
que, al reconocer el receptor especifico en la célula tumoral, desencadenan la cascada
apoptodtica que induce la muerte tumoral. Estos ligandos pertenecen a la superfamilia
de receptores para el factor de necrosis tumoral (TNF), de entre los que destacan el
ligando de induccidn de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y el ligando de Fas
(FasL o CD95L).*%*” TRAIL se expresa en células NK tras estimulacion con IL-2, IL-15 o

169
Por otro lado, los receptores de muerte

IFN—\/,168 y FasL en respuesta a IFN-y.
pueden estar presentes tanto en las células tumorales como en las células
inmunitarias, donde actuan regulando negativamente la respuesta inmunitaria. Es
importante mencionar que no todos los receptores expresados en la célula tumoral
son capaces de inducir apoptosis. Ciertos receptores denominados decoy o cebo
actuan como reguladores al carecer del dominio funcional de muerte necesario para
desencadenar la apoptosis y actuan inhibiendo esta via por unidon competitiva o

. . 170,171
formando hetero-complejos con los receptores funcionales.”"™
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La apoptosis inducida tanto por las granzimas como por los complejos de
receptores de muerte comienza con la activacion o escisién de las caspasas 8 y 10,
gue pueden desencadenar la apoptosis a través de la via intrinseca o extrinseca. La via
extrinseca escinde de forma directa las caspasas efectoras 3, 6 y 7 que conducen a la
fragmentacion del ADN. La via intrinseca o mitocondrial activa las caspasas efectoras a
través del dafio a la mitocondria, donde participan proteinas proapoptéticas y

antiapoptdticas de la familia del Bcl-2 (oncogén de un linfoma de linfocitos B).*”2

4.3.3. Secrecion de citocinas: IFN-y y TNF-a

Las principales citocinas producidas por las células NK en respuesta a células
tumorales son el interferon de tipo | y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-
a). La activacidon de las células NK induce la secrecion de estas moléculas que
participan en la eliminacion de las células tumorales de forma directa o a través de la

modulacién de la respuesta inmunitaria.'’>’*

Las células NK producen grandes
cantidades de IFN-y, lo cual regula positivamente la expresion de quimiocinas que
atraen células inmunitarias a la zona, activa a los macrdfagos, promueve la
maduracién de las DCs y la diferenciacién de los linfocitos Th o CD4".2*"7 Asimismo,
las propias células NK son estimuladas por el IFN-y secretado, induciendo la expresién
de moléculas de adhesidn y receptores de muerte como TRAIL que potencian la
respuesta antitumoral.’’®*”® Al igual que IFN-y, la molécula TNF-a es un regulador de
la sefializacidon inmunitaria que participa en el reclutamiento de células NK, aunque
principalmente induce la muerte tumoral a través de la apoptosis mediada por

caspasas.lgo’182

4.3.4, Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

Tal y como se ha explicado en el apartado 4.1.2, la interaccion del receptor
CD16 con la regién Fc de las inmunoglobulinas presentes en la superficie de células
tumorales, desencadena la respuesta citotdxica de las células NK frente a las células

tumorales.
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5. MECANISMOS DE EVASION INMUNITARIA

Los tumores han desarrollado numerosos mecanismos para eludir su
reconocimiento y eliminacion por las células del sistema inmunitario. Estos
mecanismos pueden surgir de mutaciones y/o factores ambientales como citocinas,
moléculas de estrés o agentes quimioterapéuticos, asi como debido a la presion
ejercida sobre el tumor durante el proceso de inmunovigilancia. La supresion activa
de la respuesta inmunitaria por las células tumorales ha sido confirmada mediante

183-186 . .z . .
A continuacién, se describen las estrategias

estudios tanto in vitro como in vivo.
mas destacadas desarrolladas por varios tipos de tumores, incluido el cancer de

mama, para eludir la respuesta de las células NK, linfocitos T citotdxicos y DCs.

5.1. Mecanismos de evasion de la respuesta de células citotoxicas

Las células tumorales presentan la habilidad de pasar desapercibidas ante las
células inmunitarias citotdxicas modificando la expresidn de moléculas en superficie o

de resistir al ataque ejercido por estas células.

5.1.1. Ignorancia inmunoldgica

Durante el proceso de inmunoedicién actian de forma complementaria las
células NK, que forman parte de la respuesta innata, y los CTLs, que forman parte de
la respuesta adaptativa. Como se ha mencionado anteriormente, ambos tipos
celulares comparten receptores de activacion como NKG2D y DNAM-1 pero difieren
en el mecanismo de reconocimiento tumoral. Mientras que los CTLs reconocen el
péptido antigénico presentado por las moléculas HLA de clase | (alteracion de lo
propio), los receptores activadores e inhibidores de las células NK permiten a éstas
células reconocer la pérdida de moléculas HLA clase | inducida por la transformacién
celular de forma independiente al antigeno presentado (pérdida de lo propio). Este
reconocimiento diferencial permite controlar el desarrollo tumoral a través de dos

vias, la adaptativa y la innata. No obstante, las células tumorales son capaces de evitar

29



Introduccion

el reconocimiento por parte de estas células modificando la expresiéon de moléculas

presentes en su superficie.

Por un lado, la alteracion de la expresion de moléculas HLA clase | ha sido
referida como un mecanismo de evasidon tumoral en variedad de canceres. En cancer
de mama la disminucidn de la expresion de HLA clase | favorece el escape tumoral a la
respuesta mediada por CTLs." De forma opuesta, el aumento de HLA clase | favorece

el escape tumoral a la respuesta mediada por las células NK, ya que actia como

188-191

ligando de receptores inhibidores como KIR. Por otro lado, la modulacién de la

expresion de ligandos de los receptores activadores NKG2D y DNAM-1 contribuye al

escape tumoral frente a las células NK y estd ampliamente descrita en varios tipos de

192

cancer, incluido el cdncer de mama.”* La disminucion de los niveles de expresidén en

superficie de ligandos como MIC y/o ULBP puede ser debido a una regulacién

193-195

. . . . 196,197
negativa, a una liberaciéon mediante exosomas™

0 a un proceso de

198,199

solubilizacién mediado por proteasas. En este sentido, la liberacién de ligandos

como MIC y ULBP2 se ha detectado en el suero de pacientes con cancer y se considera

) 200,201
un factor de prondstico desfavorable.”™

La unién de ligandos solubles o presentes
en exosomas a sus receptores activadores presentes en células citotdxicas contribuye
al bloqueo de estos receptores y enmascaramiento del tumor. De hecho, se ha
observado que esta union puede tener como consecuencia una disminucién en la

202-205
Por lo tanto,

expresion de NKG2D en las células NK y CTLs del infiltrado tumoral.
estos mecanismos generan una deficiente activacidon y maduracién de las células NK,
que tiene como resultado una menor respuesta citotéxica frente a las células

206
tumorales.

5.1.2. Resistencia a la apoptosis

Las células tumorales tienen la habilidad de evitar la muerte inducida por las
células citotoxicas a través del bloqueo de la respuesta antitumoral mediada por

170 . .
Diversos estudios

granulos citotdxicos, por receptores de muerte y/o ADCC.
muestran una amplia variedad de mecanismos, desde la obstaculizacion de la unidn

. 207 .z . . el s
de la perforina a la membrana celular,”" la sobreexpresidn de moléculas inhibidoras
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de granzima B y perforina como PI-9 o SPI-6 (inhibidor de proteasa 9 o de serina
proteasa 6),°% la inhibicion de la ADCC mediada por la expresién de la mucina MUC1

209,210 . .y
“~ hasta la modulacién de la expresion de receptores de muerte. La

en el tumor,
resistencia a la apoptosis mediada por receptores de muerte es una caracteristica
muy comun en tumores y se manifiesta mediante varias alteraciones, tales como la
modulaciéon en la expresidn, solubilizaciéon y generacién de exosomas ricos en
receptores de muerte o la expresion tumoral de formas mutadas inactivas de
receptores de muerte como TRAIL-R1 y TRAIL-R2, o receptores que no inducen
sefalizacién de muerte como TRAIL-R3 y TRAIL-R4, también denominados receptores
decoy, DcR1 y DcR2, respectivamente. Estas variaciones pueden interferir en el grado

. ;. . 211-214
de respuesta citotoxica contribuyendo al escape tumoral.

Por otro lado, las células tumorales han desarrollado la capacidad de resistir de
manera intrinseca a la apoptosis mediante mutaciones o expresion reducida de

215-217

moléculas proapoptéticas, aumento de la expresion de moléculas

218-222

antiapoptéticas o a través de la interrupcion de la interaccion y formacion de

23
entre otros. Estas

. . , . s s, 2
sinapsis entre la célula citotoxica y la célula tumoral,
modificaciones tienen como consecuencia una respuesta limitada a la quimioterapia y

. . . < 224
una menor supervivencia de pacientes con cancer.

5.2. Mecanismos de alteracion del desarrollo de células inmunitarias

Tanto los cambios fenotipicos de las células tumorales como las moléculas
presentes en el microambiente tumoral, entre las que se incluyen IFN-y, IL-2, IL-4, IL-
10, TNF-a, TGF, indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), prostaglandina E2 (PGE2),
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) o el factor de crecimiento
endoteliar vascular (VEGF), pueden alterar el desarrollo de linfocitos T, células NK y

225,226
DCs.

5.2.1. Alteracion de las células NK

Al igual que en otras malignidades, en pacientes con cdncer de mama

metastdsico se ha descrito un deterioro importante en el nimero, maduracién y
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192 , . .
Las células NK del microambiente tumoral

funcién citotéxica de células NK.
presentan una expresion de receptores de superficie modificados con una funcién y
maduracién disminuidas comparadas con las células NK circulantes. Ciertos estudios
revelan que durante la progresiéon del cancer se regula de manera negativa la
expresion de receptores activadores y de manera positiva la expresion de inhibidores
en células NK, teniendo como consecuencia una alteracion de las funciones

. 227-231
antitumorales.

Como se ha mencionado anteriormente, esta regulaciéon puede
ser inducida por moléculas expresadas en la superficie de tumores, como ligandos
tumorales, o por cambios en la expresién de glucolipidos y glucoprotel’nas.232 Por otro
lado, la secrecién de moléculas inmunomoduladoras por parte del tumor puede
alterar el fenotipo y funcion de las células NK, participando en la progresion tumoral
en pacientes con cancer de mama. Un claro ejemplo es el TGF-B, que afecta de forma
especifica a la funcion antitumoral de las células NK a través de la regulacion negativa
de la expresion de receptores de como NKp30 y NKG2D, FasL, CD16, moléculas

233-235

adhesion, asi como la produccién de granzimas e IFN-y. Por ultimo, ciertas

publicaciones sugieren que la activacion tumoral de las células NK conlleva una

. . .z . . . 109,236
posterior fatiga y regulacion negativa de receptores citotdxicos.

5.2.3. Alteracion del desarrollo de linfocitos T

Una gran variedad de tumores presentan mecanismos capaces de alterar el
desarrollo y proliferacidn de las diferentes subpoblaciones linfocitarias. Las moléculas
mas importantes involucradas en la inhibicion del desarrollo de la respuesta de
linfocitos T pertenecen a la familia de CD28 e incluyen a la proteina de muerte
programada (PD-1), el antigeno 4 del linfocito T citotéxico (CTLA-4) y el coestimulador
inducible (1COS).”*” Actualmente estas moléculas estan siendo objeto de numerosos
estudios, ya que la unién de estos receptores con sus ligandos presentes en la célula
tumoral conduce a la apoptosis de linfocitos T y a la estimulacion de sefiales
antiapoptéticas en las células tumorales. Asimismo, la expresiéon de sialoglucanos
como GD1A en la superficie tumoral modula negativamente la activacion y

maduracién de linfocitos T.2%%%°
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Por otra parte, algunos tumores favorecen el desarrollo de subpoblaciones
inmunosupresoras, como los linfocitos Tregs. La presencia de esta subpoblacion se ha
relacionado con la progresion del cancer y la metastasis dado que suprime la
activacion, proliferacion y funciones efectoras de un amplio rango de células

240-242 . .
Varios trabajos

inmunitarias, incluidos los linfocitos Th, CTLs, células NK y DCs.
han puesto de manifiesto el incremento de Tregs en sangre periférica y en el
microambiente tumoral con capacidad para inhibir de manera especifica la respuesta
antitumoral, lo que se ha asociado a un peor prondstico en pacientes con cancer,

. . . . 243-245
incluido el carcinoma mamario.

5.2.4. Alteracion del desarrollo de células dendriticas

Uno de los mecanismos criticos de escape tumoral de la inmunovigilancia
consiste en la induccién de la disfuncién de DCs por parte del tumor. Las células
malignas producen un exceso de factores inmunosupresores capaces de afectar a las
DCs, ejerciendo efectos sistémicos en la funcién inmunitaria.?*® En pacientes con
cancer, incluido el de mama, se han detectado alteraciones tanto en el niumero de
DCs presentes en sangre y en el microambiente tumoral como en el estado

247-250 s ; .
Ademas de estas moléculas, se ha determinado que

madurativo de estas DCs.
los gangliésidos y mucinas presentes en la membrana de células tumorales pueden
contribuir a la inmunosupresién mediante la alteracién de la proliferacion y

diferenciacién de DCs.>* 2>

5.2.5. Citocinas inflamatorias: TGF-B1 e IL-4

Las citocinas inflamatorias presentes en el microambiente tumoral juegan un
papel importante en la patogénesis del cancer de mama, dado que su expresion
aumentada esta relaciona con el mayor grado tumoral y el potencial metastasico.
Estas citocinas pueden ser liberadas tanto por las células tumorales como por los
linfocitos T o células NK infiltrantes. Dentro de las citocinas inflamatorias destacan el
TGF-B1 y la IL-4, que participan en la progresidn tumoral presentando funciones

opuestas dependiendo del contexto o de la fase en la que se encuentre el tumor.
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Durante las fases tempranas del desarrollo tumoral el TGF-B puede actuar
como una molécula supresora de tumores, mediante el control de la proliferacion,
diferenciacién, apoptosis, adhesién, invasidon y microambiente celular. Sin embargo,
TGF-B es expresado en elevados niveles en canceres metastasicos, donde incrementa
la movilidad e invasion celulares, induce el proceso invasivo de EMT y estimula la

4 .
Como se ha mencionado

evasién inmunitaria de las células tumorales.”
anteriormente, TGF-B ejerce su efecto inmunosupresor en el desarrollo, maduraciéon y
funcién de varias células inmunoldgicas como DCs, linfocitos T y células NK
contribuyendo al escape tumoral. Asimismo, se ha descrito que altas concentraciones

255 . . .
Estudios in vitro e

de TGF-B promueven la expansién de Tregs a partir de Th (CD4").
in vivo demuestran que la expresion de TGF-B1 en la zona tumoral se asocia a un
prondstico desfavorable en varios canceres, entre los que se encuentra el de

mama.256—258

La molécula TGF-B puede presentar tres isoformas TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3,
que inducen la sefalizacion celular a través de los receptores tipo | y tipo Il (TGFB-RIy
TGFB-RII) presentes en la membrana de las células tumorales, siendo TGF-B1 la forma
comunmente sobreexpresada en células tumorales. La sefializacién desencadenada
por la union de TGF-B1 a sus receptores puede darse a través de rutas dependientes o
independientes de las proteinas denominadas Smad. En los ultimos afos se ha tratado
de averiguar cudles son las vias de sefializacion implicadas en la progresion tumoral y,
pese a que aun no se han esclarecido, varios indicios apuntan a que se encuentran

259

involucradas rutas independientes de Smad.”>” En células de cancer de mama MCF-7,

se ha observado una activacién sostenida de rutas independientes de Smad en

260

respuesta a TGF-B1,” las cuales participan en la progresidn metastasica mediante la

. . s . v 259,261
induccion de EMT y la migracidn celular.””

Se han descrito varias rutas independientes de Smad (Figura 7): 1) una via que
implica la activacién de PI3K y la proteina quinasa B (Akt), que activa las respuestas de
transduccién mediante mTOR; 2) la ruta ERK1/2, que es activada a través de las

proteinas Grb2, Ras y Raf; 3) y la via JNK/p38, que incluye la quinasa N-terminal c-Jun
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y p38.262 Estas dos Ultimas vias, tanto la ruta ERK como la JNK/p38, activan MAPK,

regulan la apoptosis, contribuyen a la EMT y pueden participar en la fosforilacion de

263-265

las moléculas de la ruta SMAD. Por el contrario, la ruta PI3K/Akt puede inhibir la

261
En

ruta Smad y participa en la reorganizacion de actina y en el proceso de EMT.
células de cancer de mama MDA-MB-231, MAPK regula la expresiéon de

. . . . .. 266
metaloproteinasas de matriz MMP contribuyendo a la invasién.

IL-4R / TGFB-R
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Figura 7. Cascadas de sefializacion implicadas en la progresion tumoral inducidas por TGF-B1 e
IL-4. En color morado se muestra la ruta P13k y Akt que se inicia posiblemente por la subunidad
p85 de PI3K y controla las respuestas de transduccion mediante mTOR. En color naranja se
presenta la ruta ERK1/2 que se activa mediante el reclutamiento de proteinas como Grb2, entre
otras. En azul se muestra la ruta de activacion de las moléculas JNK 'y p38 mediada por TRAF6.

F

Por otro lado, la citocina IL-4 puede ser producida por las propias células

cancerigenas y actuar de forma autocrina o puede ser secretada por los linfocitos Ty

267

B, monocitos, basdfilos, mastocitos y células NK. Pese a que varios estudios

268-270

atribuyen una funcién antitumoral a esta molécula, existen numerosos trabajos

.. . s . s 271-275
que exponen la participacion de IL-4 en la progresién tumoral.

De hecho, se ha
descrito que IL-4 favorece el escape inmunitario a través de la alteracion del
desarrollo y funcién de los linfocitos T, disminuyendo la citotoxicidad de los CTLs o

276-279 T .y
La sefializacion

promoviendo la resistencia a la apoptosis mediada por CD95.
intracelular inducida por IL-4 incluye la ruta que implica a las proteinas STAT y ciertas
rutas de seializacion involucradas en la progresion tumoral y compartidas con TGF-

B1, como ERK1/2, PI3K y p38 MAPK (Figura 7). 2/>%80-282
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Objetivos

Los antecedentes descritos sugieren que PCLP1 podria expresarse y
desempenar una funcién en células del sistema inmunitario, a la vez que ponen en
evidencia el papel crucial de esta proteina en la progresion del cancer. La expresion de
PCLP1 en los tipos de cancer mas agresivos y su posible funcién inmumomoduladora
en células mesenquimales sugieren que esta proteina podria participar en la evasién
tumoral de la vigilancia inmunoldgica a través de la inhibicion de la respuesta
inmunitaria y promover de este modo la progresién del cancer metastasico. Por esta
razon, se hace necesario comprender la funcién de PCLP1 tanto en homeostasis como

en situaciones de malignidad.

El objetivo general del presente trabajo es determinar el papel de PCLP1 en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria celular tanto en condiciones no patoldgicas

como en condiciones de malignidad. En este marco, los objetivos especificos son:

1. Determinar la expresion y funcion de PCLP1 en células del sistema inmunitario

en condiciones no patoldgicas.

2. Analizar el papel de PCLP1 expresada en células de cancer de mama sobre la

respuesta inmunitaria mediada por células NK, asi como por DCs y linfocitos T.

3. ldentificar los factores que participan en la regulacién de la expresion de PCLP1

en células de cancer de mama.
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Material y métodos

1. OBTENCION Y CULTIVO DE CELULAS

1.1. Células primarias

Las células inmunitarias utilizadas en este estudio fueron obtenidas a partir de
muestras de sangre periférica de donantes sanos que leyeron y firmaron el
consentimiento correspondiente autorizado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) del Hospital-Universitario Cruces. Las células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) fueron separadas mediante centrifugacion en gradiente de
densidad (Lymphoprep™, Axis-Shield, Noruega) y cultivadas en un incubador saturado
de humedad a 37°C y 5% de CO,. Para la conservacién de las células durante largos
periodos de tiempo se almacenaron en nitrégeno liquido en medio de cultivo RPMI-
1640 GlutaMAX™ (Lonza, Basilea, Suiza) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino
fetal (FBS, Lonza), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina (Lonza) y 10%
de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, San Luis, EUA). Una vez descongeladas las

PBMC, se aislaron las siguientes poblaciones:

1.1.1. Monocitos

Los monocitos se aislaron mediante separacién inmunomagnética por seleccién
negativa con el kit Dynabeads® Untouched™ Human Monocytes (Thermo Fisher,
Madrid, Espafia), segun las indicaciones del fabricante. La pureza de los monocitos
aislados se midid por citometria de flujo analizando el porcentaje de células positivas
para el receptor CD14 (CD14"), obteniéndose valores superiores al 95%. Para la
obtencién de MoDCs, se cultivaron los monocitos purificados durante 6 dias (2x10°
monocitos en placas de 24 pocillos) en medio de cultivo AIM-V (Thermo Fisher) libre
de suero, suplementado con 800 U/ml de factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y 400 U/ml de IL-4 humana recombinante
(ambos de Prepotech, Nueva Jersey, EUA). Al finalizar los 6 dias de incubacién se

low

obtuvieron DCs inmaduras (iDCs) definidas como CD14DR™". La maduracion de las

iDCs se indujo afiadiendo al medio de cultivo 100 ng/ml de LPS de Escherichia coli
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(Sigma), acido poliinosinico-policitidilico (poli I:C) (Sigma) o un cdctel de citocinas que
incluye TNF-a, IL-6, IL-1B a una concentracion de 20 ng/ml cada una de ellas (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) y PGE2 1 uM (Sigma). Tras 24 horas de
incubacidn, se obtuvieron células dendriticas maduras (mDCs) definidas como CD14"

DR"&"CD83*.

1.1.2 Células dendriticas de sangre periférica

Se aislaron mediante separacion inmunomagnética por seleccion negativa
usando el kit Dynabeads® Human DC Enrichment Kit (Thermo Fisher), segun las
recomendaciones del fabricante. La pureza de la poblacion se determind por
citometria de flujo empleando el céctel de linaje (Lin1, BD Biosciences, San José, EUA)
y determinando el porcentaje de células CD19°CD14 CD16 CD20 CD56 HLADR" para el
cual se obtuvo un valor superior al 90%. Con el objeto de distinguir las
subpoblaciones sanguineas se analizé la expresién de CD11c y CD123 presentes en

DCs mieloides y DCs plasmacitoides respectivamente.

1.1.3. Células NK

Las células NK se obtuvieron mediante separacion inmunomagnética por
seleccidn negativa con el kit de aislamiento Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells
(Thermo Fisher), siendo el porcentaje de células NK (CD3'CD56") obtenidas superior al
95%. La activacion de las células NK se llevé a cabo cultivando 4x10° células en 1 ml de
RPMI completo suplementado con 200 U/ml de IL-2 humana recombinante (Miltenyi

Biotec) durante 4 dias en placas de 24 pocillos.

1.1.4. Linfocitos T

Se aislaron mediante separacién inmunomagnética por seleccidn negativa
utilizando el kit Dynabeads® Untouched™ Human T Cells (Thermo Fisher). La pureza

obtenida mediante el marcaje con el anticuerpo anti-CD3 fue superior al 98%.
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1.2. Lineas celulares

Para el estudio de la funcién de PCLP1 en el cancer de mama se emplearon las
lineas celulares MCF-7 (HTB-22™) y MDA-MB-231 (HTB-26™). La linea celular MCF-7
proviene de un carcinoma ductal invasivo metastasico originario de una efusidn
pleural de una mujer de 69 afios de edad. MCF-7 expresa marcadores de fenotipo
epitelial luminal A (PR, ER" y HER2) y suele utilizarse como modelo de céncer de
mama ER’. Esta linea celular expresa niveles bajos-moderados de PCLP1. Por el
contrario, la linea celular MDA-MB-231 expresa altos niveles de PCLP1 enddgena,
proviene de una efusion pleural de adenocarcinoma metastasico de mama humano y
presenta un fenotipo basal (ER,, PR" y HER2') altamente invasivo tanto en ensayos in
vitro como en modelos in vivo. Se utiliza como modelo de cdnceres negativos para ER

y HER2.

Ambas lineas celulares fueron obtenidas de American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, EUA) y cultivadas en medio DMEM completo, compuesto por
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’ Medium, Gibco', Thermo Fisher) suplementado
con 1% de la soluciéon de aminodcidos no esenciales (MEM-NEAA, Gibco®), 10% de
FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina. Estas lineas celulares
adherentes se cultivaron de forma rutinaria en frascos ventilados de poliestireno de
25 cm? (Corning, Nueva York, EUA) en un incubador saturado de humedad a 37°C y 5%
de CO,. Para despegar las células del frasco durante el subcultivo se utilizd una
solucion con 0,25% de tripsina y 0,2% de 4acido etildiaminotetraacético (EDTA, Sigma).
No obstante, previo al co-cultivo con células linfocitarias, las células tumorales se
levantaron empleando la solucién Accutase™ (BD Biosciences), que presenta menor

toxicidad celular.
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1.2.1. Transfeccién de la linea celular MCF-7

Las células MCF-7 fueron transfectadas con el vector eucaridtico de expresion
PEGFP-N1 nativo que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) o con el
vector que porta una secuencia de ADN que codifica la proteina PCLP1 humana
fusionada con GFP (PCLP1-GFP) (cedidos por el Dr. R. Parrilla, del Centro de
Investigaciones Bioldgicas-CSIC). Ambos vectores de expresidon co-expresan un

marcador de seleccidn que confiere resistencia a la geneticina (G418, Sigma).

La transfeccién estable de la linea celular MCF-7 se realizd6 mediante
nucleofeccién, empleando el aparato Nucleofector® y el kit de Nucleofeccion™ de
lineas celulares de Amaxa® (Lonza), siguiendo las indicaciones del proveedor. Para
ello, se resuspendieron 2x10° células en 100 pl de la solucién de nucleofeccién
(Nucleofector® Solution V), se afiadieron 2 ug del ADN plasmidico y se sometieron al
programa predeterminado P-20 del Nucleofector. Después de un lavado para eliminar
los restos celulares, las células transfectadas se cultivaron en medio de cultivo DMEM
completo. Transcurridas 24 horas tras el inicio de la transfeccién, se adiciond el
antibidtico geneticina a una concentracién de 800 pg/ml para la seleccién de clones
estables. Una vez aislados los clones, se expandieron y finalmente se verificd la
expresion de la proteina de fusion PCLP1-GFP o de GFP mediante citometria de flujo,
Western Blot, RT-qPCR y microscopia de fluorescencia, tal y como se detalla en la

seccién 2 de Material y métodos.

Los clones obtenidos, denominados MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1, fueron
cultivados y congelados de forma rutinaria en medio DMEM completo con 400 pg/ml
de G418. Sin embargo, en ensayos funcionales que requirieron la co-incubacidn de las
células MCF7 con células inmunitarias el medio selectivo fue sustituido por medio

DMEM completo sin G418.
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2. TECNICAS UTILIZADAS

2.1. Citometria de flujo

2.1.1. Deteccion de moléculas de superficie celular

Para la determinacion de moléculas de superficie celular mediante citometria
de flujo se llevaron a cabo los siguientes pasos. En primer lugar se lavaron las células
por centrifugacidn a 437g para el estudio de células vivas y a 778 g para el estudio de
células muertas con tampdn fosfato salino (PBS, Gibco) durante 5 minutos.
Posteriormente se incubaron entre 100.000 y 200.000 células resuspendidas en un
volumen de 100 pl de una solucién compuesta por PBS, 0,1% de albimina de suero
bovino (BSA, Roche, Basilea, Suiza) y 0,01% de azida sddica (Merck, Nueva Jersey,
EUA) (PBS-BSA-Az) con 20 pg/ml de IgG humana (Sigma) durante 15 minutos a
temperatura ambiente para bloquear las uniones inespecificas de los anticuerpos a
los receptores Fc de membrana. Inmediatamente después del bloqueo, se incubaron
las células con concentraciones saturantes de anticuerpos especificos marcados con
fluorocromos (Tabla 3) durante 30 minutos a 4°C, se lavaron con PBS y se fijaron con
1% de formaldehido en PBS durante 30 minutos a 4°C. Una vez lavadas las células, se

resuspendieron en 400-600 pil de PBS para el andlisis citofluorimétrico.

Para la deteccidn de las moléculas indicadas en cada caso, se realizé un marcaje
indirecto doble o triple para amplificar la sefal. Para el marcaje indirecto doble, las
células se incubaron con un anticuerpo primario sin marcar seguido de un anticuerpo
secundario conjugado con un fluorocromo. En el marcaje indirecto triple, las células
se incubaron con un anticuerpo primario sin marcar seguido de un anticuerpo
secundario conjugado con biotina y, finalmente, con estreptavidina conjugada con un

fluorocromo.
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2.1.2. Deteccion de moléculas intracelulares

La determinacién de proteinas intracelulares se realizé fijando vy
permeabilizando las células con anterioridad al marcaje con anticuerpos. Las células
se fijaron con 1% de paraformaldehido (Sigma) en PBS durante 15 minutos y, después
de un lavado con PBS, se permeabilizaron con 0,1% de saponina (Sigma) y 0,1% de
BSA en PBS durante 15 minutos. Después de dos lavados con PBS, las células se

marcaron como se ha descrito anteriormente.

2.1.3. Anticuerpos empleados

Tabla 3. Anticuerpos y fluorocromos empleados en los ensayos de citometria de flujo.

Anticuerpo Flut?rocromo Clon Compaiiia Concentracion
conjugado (v/v)
Anti-CD3 PE, APC SK7 BD Biosciences 0,2 pl/ml
Anti-CD4 APC SK3 BD Biosciences 0,2 ul/ml
Anti-CD8 PE/Cy7 SK1 BD Biosciences 0,2 pl/ml
Anti-CD11b PE ICRF44 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-CD11c PE/Cy7 3.9 BioLegend 0,5 pl/ml
Anti-CD123 PE/Cy7 6H6 Biolegend 0,5 pl/ml
Anti-CD14 FITC MdP9 BD Biosciences 0,5 pl/ml
Anti-CD16 PE, PE/Cy7 3G8 BD Biosciences 0,5 pl/ml
Anti-CD18 PE TS1/18 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-CD19 FITC SJ25C1 BD Biosciences
Anti-CD20 FITC L27 BD Biosciences
Anti-CD25 PE/Cy7 2A3 BD Biosciences 0,5 ul/ml
Anti-CD40 PE SC3 BioLegend 0,5 pl/ml
Anti-CD45 PE, APC, APC-H7 ;IIID310, HI3O, BD Biosciences 0,15 pl/ml
Anti-CD49f PE GoH3 BioLegend 0,5 pl/ml
Anti-CD54 PE HCD54 BioLegend 0,5 ul/ml
Anti-CD56 EZ%:(F;\%S 2232/216.2, BioLegend 0,25 pl/ml
Anti-CD69 PE L78 BD Biosciences 0,3 ul/ml
Anti-CD80 PE 2D10 BioLegend 0, 5ul/ml
Anti-CD83 PE HB15e BioLegend 0,5 ul/ml
Anti-CD86 PE 1T2.2 BioLegend 0,5 pl/ml
Anti-CD95 (Fas) APC DX2 BD Biosciences 0,3 ul/ml
Anti-CD112 (Nectina2) PE TX31 BioLegend 0,3 ul/ml
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Anti-CD155 (PVR) PE SKll.4 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-CD206 PE C068C2 BioLegend 0,5 ul/ml
Anti-CD226 (DNAM-1) PE TX25 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-CD253 (TRAIL) PE RIK-2 BioLegend 0,3 pl/ml
Anti-CD314 (NKG2D) PE 1D11 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-CD337 (NKp30) PE P30-15 BioLegend 0,3 pl/ml
Anti-CD335 (NKp46) PE 9E2 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-CD336 (NKp44) PE P44-8 BioLegend 0,3 ul/ml
Anti-FOXP3 PE 206D eBiosciences 1 ul/ml
Anti-HLA-ABC PE G46-2.6 BD Biosciences 0,5 pl/ml
Anti-HLA-DR PerCP L243 BioLegend 0,25 ul/ml
Anti-HLA-E PE 3D12 Inmunostep 0,25 pl/ml
Anti-HLA-G PE 87G Inmunostep 0,25 pl/ml
Anti-IFN-y PE-Vio770™ 45-15 Milteny Biotec 0,2 pl/ml
Anti-MIC-AB PE 6D4 BD Biosciences 0,2 mg/ml
Anti-mouse 1gG (Goat)  PE Biolegend Control
Anti-mouse IgG1 PE MOPC-21 BioLegend Control
Anti-mouse 1gG2a - MG2a-53 Biolegend Control
Anti-PCLP1 (-)/ PE 222328 R&D Systems 0,25 pg/ml
Anti-PCLP1 PE 53D11 MBL 0,1 pl/ml
Anti-PCLP1 Biotina Policlonal R&D Systems 0,5 pg/mi
Anti-Perforina PE dG9 BioLegend 0,3 pl/ml
Anti-TNF-a APC cA2 Milteny Biotec 0,2 ul/ml
Anti-ULBP1 - 170818 R&D Systems 0,25 pl/ml
Anti-ULBP3 - 166510 R&D Systems 0,25 pl/ml
Anti-ULBP4 (RAET1E) = 709116 R&D Systems 0,25 pl/ml
Anti-ULBP2/5/6 - 165903 R&D Systems 0,1 pl/ml
Fluorocromo Compaiiia Dilucion final
7-AAD (7 Aminoctinomicina D, Via-ProbeTM) BD Biosciences 0,3 pl/ml
CFSE (carboxi-fluorescein-succinilmidil éster) Thermo Fisher 8,5 uM
CMTMR (5-(-6)-(((4-clorometil) Benzoil)amino) Thermo Fisher 10 uM

tetrametilrodamina)

* Control: Se emplearon concentraciones equivalentes del anticuerpo especifico y de su respectivo

control isotipico.

*BioLegend, San Diego, EUA. Immunostep, Salamanca, Espafia. R&D Systems, Mineapolis, EUA. MBL,
Nagoya Aichi, Japdn. eBioscience, San Diego, EUA.
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2.1.4. Estrategia de andlisis

La adquisicion y el analisis de las muestras se realizo en los citdmetros de flujo
digitales Cytomics FC500 y Navios (ambos de Beckman Coulter, Barcelona, Espaiia)
utilizando sus respectivos softwares y el software de analisis FlowJo (Tree Star,
Ashland, EUA). Por cada muestra se adquiri6 un minimo de 10.000 eventos y las

células muertas se excluyeron mediante marcaje con 7-AAD.

La poblacion de interés se separd en funcidn del tamanio, rugosidad, presencia
de marcadores propios y ausencia de marcadores especificos de otras células. Una vez
seleccionada la poblacién se analizaron los datos como porcentaje de células que
expresan una determinada molécula o como mediana de fluorescencia (MFI) del
anticuerpo unido a la molécula de interés. La fluorescencia negativa se determiné
analizando la expresidon del control isotipico del anticuerpo para la molécula de
estudio en presencia de todos los fluorocromos excepto el de interés, lo que se

denomina control de fluorescencia menos uno (FMO).

CD45
N2 Células NK
Ne Células NK

Isotipo control (IgG) Anticuerpo especifico

Figura 8. Estrategia de analisis para la deteccion de moléculas presentes en las células NK.
Seleccién de la poblacién de interés, células NK, en base al marcaje GFP'CD45" y analisis de la
expresion de receptores con anticuerpos especificos. Los datos se muestran como la mediana
de la fluorescencia (MFI) del anticuerpo objeto de estudio corrigiéndola con la expresién de su
respectivo control isotipico.
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2.2. Western blot

Para la deteccion de proteinas mediante Western blot, en primer lugar se
procedié a la obtencién del extracto proteico mediante la incubacion de 2x10° células
en 100 pl de tampdn de lisis compuesto por 1% de IGEPAL® CA-630 (Sigma), Tris-HCL
20 mM, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, ajustado a un pH 7,4, al que se adiciond un cdctel
inhibidor de proteasas al 5% (v/v) (Sigma) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF,
Sigma) 1 mM. El extracto celular de cada muestra se incubd con el tampdn de lisis
durante 30 minutos a 4°C y el lisado celular resultante se centrifugd a 13.000 g
durante 20 minutos a 4°C. Esta centrifugacion permite eliminar los restos celulares
particulados y obtener un sobrenadante con el lisado celular, que se almacend a -80°C
para su posterior uso. La concentracién proteica de cada muestra se cuantificd por
triplicado empleando el kit Pierce’™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher) basado en el
método del acido bicinconinico o BCA. Mediante concentraciones conocidas de BSA se
establecid la recta de calibrado que permite calcular la absorbancia correspondiente a
la concentracion proteica de la muestra. La absorbancia se midié en un

espectrofotometro POLARstar® Omega (BMG Labtech, Alemania).

En segundo lugar, se sometieron cantidades equivalentes de muestra (20-70
ng) a electroforesis en geles de poliacrilamida NuPAGE Bis-Tris al 10% o 4-12%
(Invitrogen™, Thermo Fisher) en condiciones desnaturalizantes y reductoras a un
voltaje continuo de 180 V durante 1 hora, usando una cubeta X Cell SureLock®
(Thermo Fisher) e incluyendo un marcador de peso molecular (Novex Protein
Standard, Thermo Fisher). A continuacidn, las proteinas del gel fueron transferidas a
una membrana de PVDF mediante el sistema de transferencia en seco iBlot® Dry

Blotting System (Thermo Fisher).

Una vez realizada la transferencia de proteinas, se bloqueé la membrana con
1% de BSA en tampdn TBST (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM y 0,1% (v/v) de
Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente y a continuacién se incub6 con el
anticuerpo monoclonal anti-PCLP1 3D3 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,

Germany) diluido en tampdn de bloqueo a una concentracién de 1 pg/ml durante
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toda la noche a 4°C. Después de varios lavados se incubaron las membranas con un
anticuerpo secundario anti-lgG (H+L) de ratdn conjugado con peroxidasa de rabano
(Bio-Rad, Madrid, Espafia) diluido 1/5000 en tampdn TBST con 5% de leche desnatada
(Sveltesse, Nestlé) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, y tras
sucesivos lavados, la inmunoreaccion se detecté por quimioluminiscencia con el kit
Supersignal West Femto (Thermo Fisher) y se visualizd con el sistema de imagen
G:BOX y su programa de andlisis Gene Snap (Syngene, Cambridge, Reino Unido).
Como control de carga proteica, se analizo la expresion de GAPDH (Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa) con un anticuerpo especifico (clon 6C5, Ambion®, Thermo

Fisher) a una concentracion de 10 ng/ml.

2.3. RT-qPCR

Para el analisis del nivel de expresién de ARN mensajero (ARNm), se extrajo el
ARN total correspondiente a 10° células utilizando el sistema de aislamiento de
NucleoSpin® miRNA (Macherey-Nagel, Diren, Alemania). La concentracion y calidad
del ARN extraido se determind en un espectrofotometro NanoDrop® ND-1000
(Thermo Scientific, Wilmington, EUA). Los niveles de ARNm se calcularon mediante
RT-PCR cuantitativa en un solo paso utilizando el sistema Platinum Quantitative RT-
PCR Thermoscript One-step System (Thermo Fisher) segln las instrucciones del
fabricante. Los ensayos se realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos, en un

volumen final de 10ul y con la proporcidn de reactivos que se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Reactivos incluidos en cada reaccién de RTg-PCR (Thermo Fisher Scientific).

Reactivos Descripcion Volumen (ul)
ARN Muestra a 100 ng/ul 2
. ThermoScript™ Plus Reverse Transcriptase (RT
pelipegesas Platinum® faq DNA Polymerase g ! 0.2
ThermoScript™ Reaction Mix que incluye:
Tampon de reaccion - MgS04 6 mM 5
-dNTPs 0,4 mM

Sonda RPLPO Fluorescencia VIC® 0,5
Sonda de interés Fluorescencia FAM™ 0,5
ROX Fluorescencia interna de referencia 0,2
H,0 1,6
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En este ensayo se utilizaron sondas de hibridacion TagMan® especificas de
secuencia con una sefial fluorescente concreta. La sonda especifica para el gen de la
proteina ribosomal RPLPO utilizado como control enddgeno se encuentra marcada
con un fluorocromo VIC® y la sonda especifica para el gen de interés con 6-FAM™ (6-

carboxi-fluoresceina) como fluorocromo, tal y como se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Sondas especificas utilizadas para la técnica de RTq-PCR (IDT, San José, EUA).

ARN ID Secuencia (5’-3’) KDa
Sonda: 56-FAM/CCGCTGCTG/ZEN/GTCCTTCCTCT/3IABKFQ 7,409
PCLP1 NM_001018111 Cebador 1: CATCATCACCATCGTCTGCAT 6,302
Cebador 2: AACCATTCTCCACTGTCTGC 5,988
Sonda: 56-FAM/CTCTTCCCA/ZEN/CGCTGACCTGTGCC/3IABkFQ 8,02
HLA-A NM_002116 Cebador 1: CTCAGCCCACCTCTCT 5,002
Cebador 2: ACCTGCATGTGTCTGTGTTC 6,09
Sonda: 56-FAM/TCAGCATGG/ZEN/GAACAGGGGTCAC/3IABKFQ 8,231
HLA-B NM_005514 Cebador 1: AAAGATGACTGGGGAGGAAC 6,577
Cebador 2: CAMAGGCACCTGAATGTGTC 6,126

Sonda: 56-FAM/TGAGAGACT/ZEN/CATCAGAGCCCTGGG/3IABKFQ 8,825
HLA-C  NM_002117 Cebador 1: CATCTCAGTCCCACACAGG 5,717
Cebador 2: AGGAAGAGCTCAGGTGGAA 5,95

Sonda: 56-FAM/TCCTCCATA/ZEN/TCACAGCAGCAACCAC/3IABKFQ 8,92
HLA-E  NM_005516 Cebador 1: TCCCTCCTTTTCCACCTGA 5,625
Cebador 2: GTCACCCTGAGATGGAAGC 5,837

Sonda: 56-FAM/CGGAATGAA/ZEN/GACGCCAAGGATGGT/3IABKFQ 8,898

HLA-G NM_003960994 Cebador 1: CGCTGAAATACCTCATGGAGT 6,43
Cebador 2: GGACTCACACGGAAACTTAGG 6,464
Sonda: 56-FAM/AAGACTGTG/ZEN/GGGCTCAGCAGC/3IABKFQ 7,918
MIC-A  NM_001177519  Cebador 1: GAAACCCTGACTGCACAGAT 6,095
Cebador 2: CATCTTCCCTTTTGCACCT 5,929
Sonda: 56-FAM/CCGCTGAGC/ZEN/CCCACAGTCT/3IABKFQ 7,131
MIC-B NM_005931 Cebador 1: GAAACCCTGACTGCACAGAT 6,095
Cebador 2: TCGCCTTCCCTTTTGCAC 5,352
Sonda: 56-FAM/AAGCGGGAG/ZEN/GCACAGAAGGAA/3IABKFQ 8,009
ULBP1 NM_025218 Cebador 1: CATGATGAAGTCATAGCAAAGACA 7,442
Cebador 2: GCTCCAGGTCTACAATGGC 5,788
Sonda: 56-FAM/ACAGCCACC/ZEN/ACCCTCATCCTTTG/3IABKFQ 8,286
ULBP2 NM_025217 Cebador 1: TCCTCAGATGCCAGGGA 5,185
Cebador 2:ATGGACAGCACCCTGGA 5,204
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Las reacciones de RTq-PCR se llevaron a cabo en un termociclador ABI PRISM
7900 HT (Applied Biosystems, Madrid, Espafia) usando el programa SDS 2.4. Las
condiciones térmicas de la amplificacién incluyeron una incubacién inicial a 50°C,
seguida por 10 minutos a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. El
analisis cuantitativo se realizé a través del método AACt utilizando el programa de

analisis RQ Manager v.1.2 (Applied Biosystems).

2.4. Microscopia de fluorescencia

Con el objeto de analizar la expresiéon de PCLP1 en MoDCs, se prepararon
cubreobjetos de cristal recubiertos con fibronectina (Sigma) a una concentracion de
10 pg/ml en placas de 24 pocillos. Sobre los cubreobjetos se afiadieron 10° células en
1 ml de medio AIMV y se incubaron a 37°C durante 15 minutos para promover la
adherencia celular al sustrato. A continuacién, se fijaron las células con 3,7% de
paraformaldehido en PBS durante 15 minutos a 4°C. Después de un lavado con PBS, se
permeabilizaron las células con 0,5% de saponina en PBS durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Tras bloquear las células con 1% de BSA en PBS durante 1
hora a 37°C, se incubaron con un anticuerpo policlonal anti-PCLP1 hecho en cabra
(R&D Systems) a una concentracion de 4 ug/ml en 0,1% de BSA en PBS durante 2
horas a 4°C. Una vez lavadas con PBS, se incubaron con un anticuerpo secundario
anti-IgG de cabra marcado con Cy2 (cianina-2, Jackson Immunoresearch, Pensilvania,
EUA) a una dilucion 1:300 en 0,1% de BSA en PBS durante 1 hora a 37°C. Finalmente,
se tifieron los nucleos con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) a una dilucion
1:3000 en PBS y se montaron las muestras sobre un portaobjetos con medio de
montaje para fluorescencia (Fluorescence Mounting Medium, Dako, Barcelona,

Espaiia).

El andlisis de las muestras se realizd en un microscopio de fluorescencia
invertido Nikon Eclipse TE2000-E empleando un objetivo 60X de inmersién en aceite.
Las imagenes fueron capturadas con una camara digital CCD ORCA-ER (Hamamatsu,

Shizuoka, Japdn) y el programa de adquisicion NIS-Elements (Nikon, Tokio, Japdn).
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3. ENSAYOS FUNCIONALES

Las co-incubaciones entre células tumorales y células inmunitarias se realizaron
a 37°C y 5% de CO2 en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de
FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina.

3.1. Estudio de la citotoxicidad tumoral mediada por las células NK

Las células NK activadas con 200 U/ml de IL-2 se sometieron a un gradiente de
ficoll para eliminar las células muertas. Por otro lado, las células tumorales se
marcaron con CFSE 1 uM durante 10 minutos, seguido de un lavado con medio de
cultivo RPMI completo durante 45 minutos para eliminar el exceso de fluorocromo. A
continuacién se mezclaron 10° células tumorales en 500 ul de medio RPMI completo
con las células NK en una relacion célula efectora: célula tumoral (E:T) de 2:1 o 3:1.
Para favorecer el contacto celular, se realizé una centrifugacién a 300 g durante 1
minuto y se co-incubaron durante 4 horas. Al finalizar la incubacion, se marcaron las
células con 7-AAD para determinar las células muertas y con el anticuerpo anti-CD45

conjugado con PE como marcador de células NK.

Mediante citometria de flujo se selecionaron las células tumorales en funcion
del tamafio, rugosidad y fenotipo CD45 GFP*. Se determiné el porcentaje de células
tumorales muertas o 7-AAD" tanto en ausencia (muerte espontanea, Me) como en
presencia (M) de células NK. La muerte celular mediada por las células NK (muerte por

lisis, ML) se calculé empleando la siguiente férmula:

%ML = (% M-%Me) x100
(100 - % Me)
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3.2. Anadlisis de la regulacidon de la expresion de receptores de células NK

Las células NK previamente activadas con IL-2 se incubaron con las células
MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1. La co-incubaciéon se efectué en placas de 24 pocillos en
medio RPMI completo en presencia o ausencia de una camara Transwell® (Corning®)
gue contiene una membrana semipermeable con poros de un tamafio de 0,4
micrémetros. Esta membrana evita el contacto directo entre las células tumorales
dispuestas en el compartimento inferior de la cdmara y las células NK depositadas en
el compartimento superior, a la vez que permite el paso de factores solubles
secretados por ambos tipos célulares. Una vez finalizada la incubacién, se marcaron
las células con 7-AAD, anti-CD45 conjugado con APC-H7 y anticuerpos conjugados con
PE frente a los siguientes receptores: NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, DNAM-1, CD16,
CD11b, CD18, CD56, CD49f, CD54, CD69. Por ultimo, mediante citometria de flujo se
determind la expresion de cada uno de los receptores en la superficie de las células

NK.

3.3. Determinacion de la desgranulacidn de las células NK

La desgranulacién de las células NK se determind mediante el analisis de la
expresiéon del marcador de desgranulacion CD107a en la superficie celular por
citometria de flujo. Para ello, se incubaron las células NK con las células tumorales en
condiciones similares a las del ensayo de citotoxicidad, afiadiendo los siguientes
compuestos durante las 4 horas de incubacién. Una vez alcanzada la primera hora de
incubacién se adicionaron 0,8 pl/ml del inhibidor del transporte de proteinas BD
GoIgiStpoT'\’I (BD Biosciences), que contiene monensina para prevenir la acidificacidn
de las vesiculas endociticas y la degradaciéon o reinternalizacion de CD107a de la
superficie celular. En la tercera hora de incubacion se adiciond el anticuerpo anti-
CD107a conjugado con PE o su respectivo 1gG conjugado en PE. Al finalizar la
incubacién las células se marcaron las células con el anticuerpo anti-CD45 conjugado
con APC-H7 y con 7-AAD. Ademas, se determind la expresién intracelular de perforina
empleando un anticuerpo especifico conjugado con PE tras la permeabilizacion de la

membrana celular (detallado en el apartado 2.1.2 de Material y métodos).
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3.4. Deteccion de citocinas secretadas por las células NK

Para la determinacion de las citocinas secretadas por las células NK durante el
ensayo de citotoxicidad, se afadio el anticuerpo anti-CD107a conjugado con PE y el
inhibidor de transporte de proteinas BD GolgiStpo'™ dos horas antes de finalizar la
incubacidn. Tras las 4 horas de incubacion, se marcaron las células con 7-AAD y con
los anticuerpos conjugados anti-CD56 FITC y anti-CD45 APC-H7. Después de la
permeabilizacion celular con saponina (detallado en el apartado 2.1.2 de Material y
métodos), se marcaron con los anticuerpos anti-TNF-a APC y anti-IFN-y PE-Vio770™

para su determinacion por citometria de flujo.

3.5. Determinacion de la formacion de conjugados

Las células NK recién aisladas se marcaron con el fluorocromo CMTMR a 10 uM
durante 45 minutos. Después de un lavado, se incubaron durante 30 minutos en
medio RPMI completo para eliminar el exceso de fluorocromo. Posteriormente se
mezclaron con las células MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1 en una relacién de 3:1, se
centrifugaron a 300 g durante 1 minuto para favorecer el contacto celular y se co-
incubaron durante diferentes periodos de tiempo. Después de fijar las células, se
determiné mediante citometria de flujo el porcentaje de conjugados expresado como
el porcentaje de eventos doblemente positivos para CMTMR y GFP con respecto al

total de eventos positivos para GFP.

3.6. Estudio de PCLP1 durante la formacion de conjugados

La determinacion de la expresion y localizacion de la proteina de fusién PCLP1-
GFP en los conjugados formados por células MCF7 y células NK se realiz6 mediante
microscopia de fluorescencia y citometria de flujo. Para ello se incubaron ambos tipos
celulares en una relacion (E:T) de 2:1 durante diferentes periodos de tiempo. Para su
visualizacion por microscopia de fluoresecencia, las incubaciones se realizaron
durante 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos sobre cubreobjetos de cristal recubiertos con

0,1 mg/ml de poli-D-lisina (Sigma). Tras un lavado con PBS, las células se fijaron con
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3,7% de paraformaldehido en PBS durante 10 minutos a 4°C. Después de un lavado
con PBS, se tifieron con DAPI diluido 1:3000 en PBS durante 10 minutos. Para el
analisis por citometria de flujo, las incubaciones se realizaron durante 1, 2, 4y 8 horas
y, posteriormente, se marcaron las células con 7-AAD y con los anticuerpos anti-CD56
PE y anti-CD45 APC-H7. Asimismo, el ensayo citofluorimétrico se llevé a cabo en

presencia o ausencia de una camara Transwel® durante 1 hora de incubacion.

3.7. Andlisis de la proliferacion linfocitaria y generacion de Tregs

La proliferacion de las poblaciones linfocitarias se determind mediante el
ensayo de dilucién del fluorocromo carboxi-fluorescein-succinilmidil éster (CFSE), que
se distribuye de manera equitativa a las células descendientes en el proceso de
division celular. Para ello, se incubd una suspensién de PBMCs con CFSE 8,5uM
durante 10 minutos en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de FBS, 50 U/ml de
penicilina y 50 U/ml de estreptomicina. Posteriormente, se incubaron en RPMI
completo durante 30 minutos, se lavaron 2 veces para eliminar el exceso de CFSE y se
sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracion de 2x10° células por pocillo
en medio de cultivo RPMI completo. Para estimular la proliferacion de linfocitos T, se
incubaron las células con 10 pg/ml de fitohemaglutinina (PHA, Sigma) durante 4 dias.
Como estimulo mitogénico de las células NK y de los linfocitos T reguladores, se
adiciond IL-2 al medio de cultivo a una concentracidén de 1.000 U/ml y se cultivaron las

células durante 7 dias.

Las células tumorales MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1 fueron tratadas previamente
con 6 pg/ml del compuesto citostatico mitomicina C (Abcam, Cambridge, Reino
Unido) durante 2,5 horas para inhibir la proliferacién de las células tumorales, las
cuales se afadieron al cultivo de PBMCs en una relacién E:T de 2:1. En los ensayos de
proliferacion de linfocitos T, las células tumorales se afiadieron al cultivo al inicio de la
estimulacidn linfocitaria y se determind la proliferacion a los 4 dias de incubacién. En
cambio, tanto las células NK como los linfocitos Tregs se co-incubaron con las células
tumorales durante las ultimas 24 horas del ensayo de proliferacion. Una vez

transcurrido el periodo de cultivo, las células fueron despegadas con EDTA 0,5 mM
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(Sigma) y lavadas con PBS. Finalmente, se marcaron las células con 7-AAD vy las
siguientes combinaciones de anticuerpos especificos frente a linfocitos T (anti-CD3-PE,
anti-CD4-APC y anti-CD8-PE/Cy7), células NK (anti-CD56-PE, anti-CD3-APC y anti-
CD16-PE/Cy7), y linfocitos Treg (anti-FOXP3-PE, anti-CD4-APC y anti-CD25-PE/Cy7). Las

condiciones de los experimentos se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 6. Condiciones del ensayo de proliferacion linfocitaria mediante citometria de flujo.

. . ., Duracién Adicion de células .
Células Estimulo Concentracion . Anticuerpos
del cultivo tumorales

Anti-CD3 PE
LinfocitosT  PHA 10 pg/ml 4 dias Dia0 Anti-CD4 APC

Anti-CD8PE/Cy7

Anti-CD56 PE
Células NK IL-2 1000 U/ml 7 dias Dia 5 Anti-CD3 APC

Anti-CD16 PE/Cy7

Anti-FOXP3 PE
IL-2 1000 U/ml 7 dias Dia 5 Anti-CD4 APC

Anti-CD25 PE/Cy7

Linfocitos
Treg

3.8. Estudio de la maduracidn y activacion de células dendriticas

Las MoDCs se incubaron en placas de 24 pocillos con las células tumorales
MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 en medio de cultivo RPMI completo a una relacién de 1:2
durante 24 horas. Los experimentos se realizaron tanto en ausencia como en
presencia de LPS a una concentracion de 100 pg/ml. Posteriormente, para su analisis
citométrico se marcaron las células con los siguientes anticuerpos: anti-CD80 PE, anti-
CD83 PE, anti-CD86 PE, anti-CD40 PE, anti-CD206 PE, anti-CD54 PE y anti-HLA-DR
PerCP. Como marcador de la poblacién de células dendriticas se incluyé el anticuerpo

anti-CD11c PE/Cy7 y para excluir las células muertas se marcaron con 7-AAD.

3.9. Determinaciéon de la expresion de PCLP1 inducida por moléculas

inmunomoduladoras

Tanto la linea tumoral MCF-7 como MDA-MB-231 fueron incubadas en placas
de 6 pocillos a una concentracién de 10° células MCF-7 y 2,5 x 10° células MDA-MB-

231 en 3ml de medio de cultivo DMEM completo con concentraciones crecientes de
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TGF-B (0,125, 0,25, 0,5, 1y 2 ng/ml) (Miltenyi Biotec) e IL-4 (100, 200, 400 y 800 U/ml)
y durante diferentes tiempos de incubacion. Al finalizar el cultivo se determind la
expresion de PCLP1 mediante Western blot tal y como se ha descrito en el apartado

2.2 de Material y métodos.

En los casos indicados, se afiadieron al medio de cultivo concentraciones
crecientes (5, 10 y 20 uM) de inhibidores de las siguientes rutas de sefializacién
intracelular: p38MAPK (SB 202190, Sigma), MAPK/ERK (PD 098059, Sigma) y JAK3 (PF
956980, Sigma). Como control se incluyd DMSO, que se empled como diluyente de

cada uno de los inhibidores.

3.10. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé utilizando los programas GraphPad
Prism 3.0 y SPSS. Para determinar si las diferencias entre los grupos eran significativas,
se aplico el estadistico T-student para los datos con una distribucidon normal y el test
de Wilcoxon para los datos no paramétricos. Los valores de P menores que 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos. La significancia se clasific6 como
*p<0,05 (significativo); **p<0,01 (muy significativo) o ***p<0,001 (altamente

significativo).

56



IV. RESULTADOS






Resultados

1. PAPEL DE PCLP1 EN CELULAS INMUNITARIAS

1.1. Expresion de PCLP1 en células del sistema inmunitario

La expresion de PCLP1 en células hematopoyéticas adultas se restringe a una
subpoblacién de células progenitoras, células del linaje megacariocitico y monocitos
activados con factor estimulador de colonias de monocitos (M-CSF). La existencia de
un trabajo reciente en el que se detecta ARN mensajero correspondiente a PCLP1 en
linfocitos vy monocitos,* sugiere una posible expresion de PCLP1 en células
inmunitarias maduras. Por este motivo, decidimos examinar la expresion de PCLP1 en
células inmunitarias procedentes de sangre periférica, entre las que se incluyen
monocitos, linfocitos T, células NK, DCs circulantes y células dendriticas derivadas de
monocitos (MoDCs). Se utilizé la técnica de RTq-PCR para la deteccion de ARNm, y
Western blot y citometria de flujo para la determinacién de la expresion proteica. A su
vez, mediante citometria de flujo, se analizé la expresién de PCLP1 en la superficie de
diferentes subpoblaciones, como linfocitos T CD4" o CD8", DCs mieloides CD11c’y DCs
plasmacitoides caracterizadas por presentar CD123 en su superficie. Asimismo, se
cuantificaron los niveles de expresion de PCLP1 en MoDCs, tanto en DCs inmaduras
(iDCs) y como en DCs maduras (mDCs) derivadas de iDCs tras estimulacion con LPS,
poli I:C (acido poliinosinico-policitidilico) o un céctel de citocinas que incluye TNF-a,
IL-1, IL-6 y PGE2.

Los resultados obtenidos muestran una expresién diferencial de PCLP1 entre
los tipos celulares estudiados. Los linfocitos T, las células NK y las DCs plasmacitoides
no expresan PCLP1, a diferencia de las DCs mieloides y MoDCs, en las cuales se
observan diferentes grados de expresién. Como se puede apreciar en la Figura 9, los
monocitos y las DCs mieloides presentan bajos niveles de expresién de PCLP1. Cuando
los monocitos se diferencian a iDCs la expresion se incrementa de forma pronunciada,
tanto en los niveles de ARNm como en los niveles de proteina total y en superficie.
Sin embargo, cuando se induce la maduracion de estas células, los niveles de
expresidén decaen a valores equivalentes a los expresados en los monocitos, siendo la

disminucién mas intensa cuando se utiliza LPS o poli I:C como estimulo madurativo.
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Figura 9. Expresion de PCLP1 en células del sistema inmunitario. A) Expresién de PCLP1 total en
diferentes poblaciones leucocitarias mediante Western blot y empleando como control positivo
las células MIA PaCA-2. B) Expresion de ARNm de PCLP1 mediante RT-gPCR. Los resultados se
presentan como porcentaje relativo a la expresion en células THP-1 (linea celular mieloide)
empleando el método AACT. C) Histogramas representativos de la expresion de PCLP1 en
superficie celular (rojo) y su control isotipico (gris) mediante la técnica de citometria de flujo. Los
resultados se expresan como porcentaje de células positivas y mediana de fluorescencia (MFI).

La Figura 10 resume la determinacién de los niveles de expresion de PCLP1 en
MoDCs provenientes de 22 donantes sanos mediante citometria de flujo. Los
resultados muestran que la expresién de PCLP1 en iDCs entre diferentes individuos es

muy heterogénea y disminuye significativamente tras induccién de la maduracién con

LPS.
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Asimismo, se analizd la localizacion subcelular de PCLP1 en iDCs adheridas a
fibronectina mediante microscopia de fluorescencia. Los resultados muestran que
PCLP1 se acumula en el extremo posterior de las iDCs polarizadas durante el proceso

de migracidn celular.

A B Controlisotipico
60 1

50 -

30 1 Anti-PCLP1

20 A1

%de Células PCLP1+

iDC mDC

Figura 10. Expresion de PCLP1 en MoDCs. A) Porcentaje de células dendriticas inmaduras (iDCs) y
maduras (mDCs) que expresan PCLP1, determinado mediante citometria de flujo utilizando
muestras procedentes de 16 donantes sanos. * p<0.001. B) Imagenes representativas de la
localizacién celular de PCLP1 en iDCs adheridas a fibronectina. En color verde se muestra la
expresion de PCLP1 marcada con un anticuerpo especifico (2a) o su control isotipico (1a), y los
nucleos celulares tefiidos con DAPI en color azul. En las fotogafias 1b y 2b aparecen las células en
contraste de fases.*p<0,05.

1.2. Efecto de PCLP1 en la maduracion de células dendriticas derivadas de

monocitos

Con el objeto de determinar el posible papel de PCLP1 en la maduracién de las
MoDCs, se incubaron las iDCs con un anticuerpo anti-PCLP1 durante el proceso de
maduracién con LPS para inducir el entrecruzamiento de PCLP1 y, como consecuencia,
la activacion de la via de sefializacidon intracelular mediada por esta proteina. El
entrecruzamineto de receptores de membrana con anticuerpos especificos reproduce
el desencadenado por sus ligandos naturales y permite determinar su funcionalidad.

Posteriormente, se analizd la expresion de los los marcadores de maduracion CD83,
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CD86 y HLA-DR mediante citometria de flujo. La Figura 11 muestra que la adicion del
anticuerpo anti-PCLP1 a las iDCs reduce la expresion de CD83, CD86 y HLA-DR, lo que

sugiere que la activacion de la via de sefializacion de PCLP1 inhibe la maduracion

fenotipica de las iDCs.
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Figura 11. Expresion de marcadores de maduracion en DCs en respuesta al
entrecruzamiento de PCLP1. Histogramas que muestran la expresién de los
receptores CD83, CD86 y HLA-DR en la superficie de iDCs estimuladas con LPS, en
presencia de un anticuerpo control o un anticuerpo anti-PCLP1.

Por lo tanto, PCLP1 se expresa en células dendriticas inmaduras (iDC) donde

participa en la migracidn celular y en el mantenimiento de del fenotipo inmaduro.
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2. PCLP1 EN CELULAS DE CANCER DE MAMA

2.1. Generacion de células MCF-7 que sobreexpresan PCLP1

Con el objetivo de estudiar el papel de PCLP1 expresada en células tumorales
de cidncer de mama en la evasidn del sistema inmunitario, en primer lugar se
generaron lineas celulares que sobreexpresan PCLP1. Como linea celular para la
realizacién de los experimentos se opté por la linea MCF-7 de cancer de mama, en
base a los bajos niveles de PCLP1 enddgena que expresa. Dicha linea celular fue
transfectada con el plasmido pEGFP que contiene ADN que codifica la proteina PCLP1
(PEGFP-PCLP1) o con el pldsmido vacio como control (pEGFP), obteniéndose dos
lineas MCF-7 estables, una con niveles elevados de PCLP1-GFP y su respectivo control
que expresa GFP. Tal y como se refleja en la Figura 12a, las células MCF-7 que
expresan la proteina de fusién PCLP1-GFP muestran una distribucion de la
fluorescencia polar en conformidad con la localizacién de PCLP1 previamente descrita

27,37,4 . ,
374859 En cambio, las células MCF-7 control que expresan

en este tipo celular.
Unicamente GFP exhiben un patrén de fluorescencia homogéneo. La expresion de
PCLP1 en las células MCF-7 transfectadas se confirmd posteriormente mediante la
técnica de Western blot, que revelé una banda especifica con un peso molecular de
en torno a 160 kDa, correspondiente a PCLP1, en las células transfectadas con el
plasmido pEGFP-PCLP1 (Figura 12b). Asimismo, en estas células se detectd la

expresion de ARNm de PCLP1 mediante la técnica de RTg-PCR (Figura 12c).

Con el fin de facilitar la lectura de esta tesis, se denominard como células
MCF7-PCLP1 a las células MCF-7 que expresan la proteina de fusién PCLP1-GFP, y

células MCF7-Ctrl a las células que solamente expresan GFP.
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Figura 12. Expresion de PCLP1 en las células MCF-7 transfectadas. Comparacion de la expresion
de PCLP1 en células transfectadas con el plasmido pEGFPN1 nativo (denominadas MCF7-Ctrl) y
transfectadas con el plasmido que contiene la secuencia que codifica para PCLP1-GFP
(denominadas MCF7-PCLP1). A) Imagenes obtenidas mediante microscopia de flourescencia que
muestran la expresiéon de GFP y PCLP1-GFP en las células MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1,
respectivamente. B) Expresion proteica de PCLP1 en células MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1 mediante
Western blot, incluyendo como control de carga la expresidn de la proteina GAPDH. C) Expresion
de ARNm de PCLP1 en células MCF7-PCLP1 (verde) relativizada a la expresion de las células MCF7-
Ctrl (gris) mediante RTg-PCR.

2.2. Efecto de PCLP1 sobreexpresada en células MCF-7 en la citotoxicidad

mediada por las células NK

Estudios previos han puesto de manifiesto la importancia de las células NK en

111-113

la destruccidn de las células de cancer de mama. Dado que los niveles de PCLP1

se encuentran aumentados en los carcinomas de mama mas invasivos y con

prondstico desfavorable,**®

nos propusimos evaluar si la expresion de PCLP1 en
células MCF-7 confiere resistencia a la lisis mediada por las células NK. Para ello, se
realizaron ensayos de citotoxicidad empleando células NK procedentes de donantes
sanos activadas con IL-2 (células efectoras) y células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 (células
diana). Ambos tipos celulares se cultivaron en una relaciéon célula efectora:célula

tumoral (E:T) de 2:1 o de 3:1 durante 4 horas. Tal y como se muestra en la Figura 13,
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la seleccién de la poblacién tumoral respecto a la poblacidn de células NK se realizé
por citometria de flujo en funcién del tamafio y rugosidad y marcaje CFSE'CD45". El

porcentaje de células muertas se determiné mediante marcaje con 7-ADD.
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Figura 13. Estrategia de analisis para determinar la muerte tumoral. Seleccién de la poblacion
tumoral respecto a la poblacidn de células NK con el objetivo de analizar el porcentaje de células
muertas (7-AAD+). La separacion de las células tumorales se realizd en base a su mayor tamafio y
rugosidad (primera columna), su expresion de CFSE y la ausencia de marcaje en CD45 (segunda
columna). A) Analisis de células MCF7-Ctrl cultivadas con células NK. B) Andlisis de células MCF7-
PCLP1 cultivadas con células NK.

En la Figura 14 se muestra el porcentaje de células tumorales muertas a causa
de la lisis mediada por las células NK en ambas relaciones E:T (2:1 y 3:1). Como cabe
esperar, en la relacion E:T de 3:1 se obtiene una mayor citotoxicidad tumoral mediada
por células NK que en la relacién 2:1. Por otra parte, los datos obtenidos muestran un
rango amplio de susceptibilidad de las células tumorales a la lisis mediada por células
NK (% lisis especifica= 5%-60% para la relacion 2:1y 25%-70% para la relacion 3:1), lo
que refleja la gran variabilidad en la capacidad citotoxica de esta subpoblacion
linfocitaria entre diferentes donantes. Cuando se compara el porcentaje de lisis
especifica de las células MCF7-PCLP1 mediada por las células NK de cada donante con

el de las células MCF7-Ctrl, los datos obtenidos muestran en todos los casos
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analizados un porcentaje significativamente menor de células MCF7-PCLP1 muertas
gue el observado en células MCF7-Ctrl, siendo la disminucion mas pronunciada en la
relacion E:T de 3:1 (p<0,05) que en la relacion 2:1 (p<0,05). Estos resultados indican
que la expresion de PCLP1 aumenta la resistencia de las células MCF-7 a la

citotoxicidad antitumoral mediada por las células NK.
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Figura 14. Efecto de PCLP1 expresada en células MCF-7 en la citotoxicidad mediada por
células NK. Porcentaje de células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 muertas (7-AAD") por la lisis
mediada por células NK procedentes de 5 donantes sanos. Cada grafico representa los
resultados obtenidos después de 4 horas de co-cultivo de células NK con células
tumorales en una relacion E:T de 2:1 o 3:1 *P<0,05.

A continuacién, evaluamos si las células MCF7-PCLP1 resistentes al efecto
citotéxico de las células NK expresaban mayores niveles de PCLP1. Para ello, las
células MCF7-PCLP1 que habian sobrevivido a la lisis mediada por células NK durante
el ensayo de citotoxicidad se cultivaron durante 24 horas en medio de cultivo y se
analizé la expresion de PCLP1 por citometria de flujo, incluyendo como control células
MCF7-PCLP1 incubadas en ausencia de células NK. Los resultados revelan que la
poblacién resistente a la lisis mediada por células NK expresan mayores niveles de
PCLP1 que las células MCF7-PCLP1 que no han sido expuestas a las células NK (Figura
15). Estos datos son consistentes con los resultados obtenidos en los ensayos de
citotoxicidad e indican que PCLP1 protege a las células MCF-7 de la lisis mediada por

células NK.
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Figura 15. Expresion de PCLP1 en células MCF7-PCLP1 resistentes a la lisis mediada por células
NK. A) Grafico que muestra la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante el analisis por
citometria de flujo de PCLP1-GFP expresada en células MCF7-PCLP1 incubadas en ausencia (verde
suave) y en presencia de células NK (verde intenso). B) Histograma representativo de 5
experimentos donde se muestra la distribucidn de la expresiéon de PCLP1-GFP respecto al numero
de células, mostrando en color gris las células negativas para GFP (MCF-7 no transfectadas).

**p<0,01.

Uno de los mecanismos de evasién de la respuesta inmunitaria desarrollado

por las células tumorales consiste en la expresién de moléculas que inducen la

eliminacién de células NK, disminuyendo de ese modo su capacidad citotoxica.

236,283

Para evaluar si la mayor resistencia de las células MCF7-PCLP1 a la lisis mediada por

células NK se debia a un posible efecto negativo de PCLP1 sobre la viabilidad de las

células NK, se determind el porcentaje de células NK muertas (CFSE'CD45°7-AAD") en

los ensayos de citotoxicidad. Los resultados obtenidos en la Figura 16 muestran que

no existen diferencias significativas entre la viabilidad de las células NK cultivadas con

MCF7-PCLP1 vy las cultivadas con MCF7-Ctrl, lo que indica que la expresiéon de PCLP1

en las células MCF7 no induce la muerte de las células NK.
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Figura 16. Efecto de PCLP1 expresada en células MCF-7 en la viabilidad de las células NK.
Porcentaje de células NK muertas (7-AAD+) en presencia de células MCF7 o MCF7-PCLP1 en el
cultivo. Cada grafico representa los resultados obtenidos después de 4 horas de co-cultivo de
células NK con células tumorales en relacion E:T de 2:1 y 3:1. Datos procedentes de 6 donantes

sanos.
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2.3. Efecto de PCLP1 en la expresion de receptores activadores en las

células NK

A continuacidn nos propusimos determinar el mecanismo a través del cual
PCLP1 disminuye la citotoxicidad mediada por las células NK. Una de las estrategias
que permiten a las células tumorales de mama evadir la respuesta citotdxica de las
células NK consiste en la modulacidn de la expresién de receptores activadores
presentes en la superficie de estas células. Basandonos en esta observacién,
decidimos determinar si PCLP1 expresada en células MCF-7 regula la expresion de los
principales receptores activadores involucrados en la citotoxicidad antitumoral de las
células NK. Con esta finalidad, se cultivaron células NK con células MCF7-PCLP1 o
MCF7-Ctrl y se analizd la expresion de los receptores activadores NKG2D, NKp30,
NKp44, NKp46, DNAM-1 y CD16 por citometria de flujo. Asimismo, se incluyeron como
control células NK incubadas en ausencia de células tumorales. Paralelamente, para
evaluar si los efectos observados eran dependientes del contacto entre las células NK
y las células tumorales o de factores solubles, se co-cultivaron ambos tipos celulares
en presencia o en ausencia de una membrana semipermeable con diametro de poro

de 0,4 um para impedir el contacto intercelular directo.

La Figura 17 resume el andlisis del porcentaje de variacién de la expresion de
cada uno de los receptores activadores en células NK incubadas con células MCF7-Ctrl
0 MCF7-PCLP1 con respecto a la observada en células NK incubadas en ausencia de
células tumorales. Los resultados obtenidos muestran que tanto las células MCF7-Ctrl
como las células MCF7-PCLP1 reducen notablemente la expresion de los receptores
activadores estudiados, a excepcion de NKp30. En cambio, en presencia de una
membrana semipermeable separadora (Figura 17b) no se observa dicha disminucidn,

excepto en el receptor DNAM-1.
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Figura 17. Efecto de las células tumorales en la expresion de los receptores activadores en la
superficie de células NK. Graficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida
mediante el anadlisis por citometria de flujo de la expresidon en superficie de los receptores
indicados en células NK incubadas en ausencia de células tumorales (gris), con MCF7-Ctrl (azul) o
con MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por una membrana semipermeable. Los datos
expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 100% la expresion de
los receptores en células NK incubadas en ausencia de células MCF-7.#*P<0,05; **P<0,01;
**%*p<0,001.

Para averiguar si la presencia de PCLP1 en las células MCF-7 ejerce algun efecto
sobre la expresion de los receptores activadores en las células NK se compararon los
datos de expresion obtenidos en células NK incubadas con MCF7-Ctrl y con MCF7-
PCLP1 (Figura 18). Los datos reflejan una disminucidn significativa en la expresion de
todos los receptores activadores estudiados en células NK incubadas en presencia de
células MCF7-PCLP1 con respecto a la detectada en aquellas incubadas con células
MCEF-7 control, siendo mas acusada en el caso de NKG2D y CD16 (Figura 18a). Cuando
la incubacién se realiz6 en ausencia de contacto celular no se observaron diferencias

significativas en la expresion de dichos receptores (Figura 18b).
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Figura 18. Efecto de PCLP1 en la expresion de receptores activadores en la superficie de células NK.
Graficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante el analisis por citometria
de flujo de la expresion en superficie de los receptores indicados en células NK incubadas con células
MCF7-Ctrl (azul) y con células MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por una membrana
semipermeable. C) Histogramas representativos donde se muestra la distribucién de la expresion de
cada uno de los receptores respecto al nimero de células, mostrando en color gris el control isotipico.
Los datos expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 100% la
expresion de los receptores en células NK incubadas con MCF7-Ctrl.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Estos resultados indican que la expresion de PCLP1 en células MCF-7 modula
negativamente la expresién de los receptores activadores NKG2D, NKp30, NKP44,
NKp46, DNAM-1 y CD16 en la superficie de las células NK a través de un mecanismo

dependiente del contacto intercelular.

2.4. Efecto de PCLP1 en la expresion de moléculas de adhesién y otros

receptores de células NK

Las moléculas de adhesion no solo median la interaccion de las células NK con
otras células, sino que ademas pueden transmitir sefiales activadoras que finalmente

desatan la maquinaria citolitica de las células NK. Por esta razon, decidimos evaluar el
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efecto de PCLP1 expresada en células MCF-7 sobre la expresion en membrana de
varias moléculas de adhesion en células NK, incluyendo CD18, CD11b, CD54 y CD56,
siguiendo el mismo procedimiento experimental que el empleado para la
determinacion de los receptores activadores. Entre las moléculas de adhesion
analizadas cabe destacar la cadena beta de la integrina LFA-1 (Antigeno 1 asociado a
la funcion linfocitaria) o CD18 que posee una funcidn critica en la secrecion polarizada
del contenido de los granulos de las células NK. Por otro lado, evaluamos la expresién
de CD69, un antigeno de diferenciacién que se expresa en linfocitos activados,
incluidas las células NK. Como se puede observar en las siguientes graficas, la
presencia de células tumorales aumenta significativamente la expresiéon de los
receptores CD54 y CD69, y disminuye la expresién de CD56 de forma dependiente de

contacto celular (Figura 19).
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Figura 19. Efecto de las células tumorales en la expresion de moléculas de adhesion y otros
receptores en la superficie de células NK Graficos que muestran la mediana de fluorescencia
(MFI) obtenida mediante el andlisis por citometria de flujo de la expresion en superficie de las
moléculas indicadas en células NK incubadas en ausencia de células tumorales (gris), con MCF7-
Ctrl (azul) o con MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por una membrana semipermeable.
Los datos expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 100% la
expresion de las moléculas de adhesion en células NK incubadas en ausencia de células MCF-
7.*¥P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Con el objeto de determinar el efecto de PCLP1 en la expresion de las
moléculas mencionadas, se compararon los datos obtenidos en células NK cultivadas
con MCF7-Ctrl respecto a las cultivadas con MCF7-PCLP1, observandose que la
sobreexpresién de PCLP1 en células MCF-7 induce la disminucidn de la expresién de

CD56 y el aumento de CD54 en células NK de manera dependiente de contacto.

(Figura 20).
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Figura 20. Efecto de PCLP1 en la expresion de moléculas de adhesion y otros receptores en la
superficie de células NK. Graficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante
el andlisis por citometria de flujo de la expresion en superficie de las moléculas indicadas en células NK
incubadas con células MCF7-Ctrl (azul) y con células MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por
una membrana semipermeable. C) Histogramas representativos donde se muestra la distribucién de la
expresiéon de cada una de las moléculas respecto al nimero de células, mostrando en color gris el
control isotipico. Los datos expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como
100% la expresion de las moléculas de adhesion en células NK incubadas con MCF7-Ctrl.*P<0,05.
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2.5. Efecto de PCLP1 en la expresidon de ligandos para receptores de

células NK

La interaccién del receptor de activacion NKG2D con las moléculas MIC-AB
expresadas en células tumorales potencia la capacidad citotdxica de las células NK y la
produccién de citocinas. Por el contrario, la unidn de los receptores inhibidores a las
moléculas MHC de clase | (HLA-ABC) expresadas en células tumorales ejerce un efecto
supresor sobre la actividad citotdxica de las células NK. Con el propésito de averiguar
si PCLP1 modula la expresién de ligandos de receptores de células NK en células
tumorales de mama, se comparé la expresién de estos ligandos en las células MCF7-
Ctrl con la expresion en células MCF7-PCLP1. Para ello se marcaron con anticuerpos
especificos varios ligandos implicados en la inhibicion (HLA-ABC y HLA-E) y en la
activacion (MIC-AB, ULBPs, Nectina-2 y PVR) de la respuesta antitumoral mediada por
las células NK y se analizd su expresion mediante citometria de flujo. Ademas, se
analizé la expresidon del receptor Fas (o CD95), uno de los receptores de muerte
expresados en células tumorales que participa en la apoptosis mediada por células
NK. Como se refleja en la Figura 21, los niveles de expresién de HLA-ABC se
encuentran significativamente aumentados y los de MIC-AB y FAS disminuidos en la
superficie de las células MCF-7 que sobreexpresan PCLP1 con respecto a los
observados en células MCF-7 control. En cambio, la expresidn del resto de los ligandos

estudiados no se encuentra alterada por la sobreexpresion de PCLP1.
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Figura 21. Efecto de PCLP1 en la expresion de ligandos en la superficie de células tumorales.
Graficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante el analisis por
citometria de flujo de la expresion en superficie de los ligandos indicados y del receptor Fas en
células MCF7-Ctrl (azul) y MCF7-PCLP1 (rojo). A) Graficos que representan la media de 4 a 8
experimentos normalizada tomando como 100% la expresion en células MCF7-Ctrl. B)
Histogramas representativos donde se muestra la distribucion de la expresion de cada uno de los
receptores respecto al nimero de células, sefialando en color gris el control isotipico. *P<0,05.

Para determinar si la modificacion en la expresion de los ligandos tiene lugar a
nivel transcripcional o post-transcripcional se midié mediante RT-gPCR la expresion
del ARN mensajero correspondiente a cada ligando. Los resultados obtenidos (Figura
22) sugieren que se trata de una regulacién a nivel post-transcripcional, ya que la
modulacién en los niveles de expresién a nivel proteico (aumento de HLA-ABC y

disminucién de MIC-AB) no se corresponde con los niveles obtenidos en ARNm.
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Figura 22. Expresion del ARNm de ciertos ligandos en células tumorales.
Determinacion de la expresion del ARNm mediante la técnica RT-qPCR utilizando
como control endégeno RPLO. La expresion en células MCF7-Ctrl se muestra en color
azul y la de las células MCF7-PCLP1 en color rojo. Los datos representan la media de 5
ensayos y se exponen de manera relativizada con respecto a la expresidn en células
MCF7-Ctrl mediante el método AACT. *P<0,05, ***p<0,001.

2.6. Efecto de PCLP1 en la desgranulacion de células NK

A tenor de los resultados anteriormente mostrados, el aumento de la
resistencia de las células MCF7-PCLP1 a la citotoxicidad mediada por las células NK
podria deberse a un efecto negativo de PCLP1 sobre la capacidad secretora de estas
células. Con el objetivo de determinar la desgranulacién de las células NK, se
marcaron con el anticuepo anti-CD107a (LAMP-1) durante el proceso citotéxico. La
molécula CD107a se localiza en la membrana de los granulos de secrecion y sus
niveles de expresidn se correlacionan con la capacidad desgranuladora de las células
NK. Como se refleja en la Figura 23, y en consonancia con la heterogeneidad
interindividual en la capacidad citotdxica de las células NK, la desgranulacidon varia en
funcién del donante estudiado. Sin embargo, no se observan diferencias significativas
en el porcentaje de desgranulacion de las células NK en respuesta a la co-incubacién
con células MCF7-PCLP1 respecto al control. Estos resultados indican que la expresiéon

de PCLP1 en células MCF-7 no altera la capacidad de desgranulacién de las células NK.
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Figura 23. Efecto de la expresion de PCLP1 en la desgranulacidon de las células NK.
Porcentaje de células NK con capacidad desgranulatoria (determinadas mediante
citometria de flujo como CD107a’) después de ser cultivadas durante 4 horas con las
células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 en relacién E:T de 2:1 y 3:1.Datos procedentes de 5 a 12
donantes sanos.

Dado que el incremento de la resistencia de las células MCF7-PCLP1 a la
actividad litica de las células NK no se explicaba por una reduccidon en la
desgranulacién, nos preguntamos si dicho aumento se debia a la alteracién del
contenido de los granulos citotoxicos. Por ello, al finalizar el ensayo de citotoxicidad
se determind la expresion de perforina, una proteina presente en los granulos y
esencial para la actividad citolitica de las células NK. Los resultados obtenidos no
muestran diferencias significativas ni en el porcentaje de células NK que expresan
perforina ni en la expresidn total de perforina en respuesta a las células MCF7-PCLP1

respecto a las células MCF7-Ctrl (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de PCLP1 en la produccidn de perforina por parte de las células NK. Deteccion
de la perforina intracelular en células NK mediante citometria de flujo. A) Porcentaje de células NK
que expresan perforina tras incubacién con MCF7-Ctrl (azul) o con MCF7-PCLP1 (rojo). Los datos
se expresan normalizados considerando como 100% la expresion en células NK incubadas con
MCF7-Ctrl. B) Histograma representativo de 5 donantes sanos donde se muestra la distribucion de
la expresion de la perforina respecto al nimero de células, sefialando en color gris el control
isotipico.
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2.7. Efecto de PCLP1 en la secrecidn de citocinas por células NK

Las citocinas IFN-y y TNF-a producidas por las células NK inducen
sinérgicamente la citolisis de las células tumorales, a la vez que activan otras células
implicadas en la respuesta inmunitaria. Se ha descrito que ciertas moléculas
expresadas por las células tumorales pueden modular los niveles de expresion de

. . 173,284
estas citocinas.” ™

Por ello, tratamos de determinar si el aumento de la resistencia a
la lisis de las células MCF-7 inducido por la expresién de PCLP1 podria deberse a un
efecto de esta proteina sobre la produccion de IFN-y y TNF-a por las células NK. Con
ese objetivo, tras el co-cultivo de ambos tipos celulares, se determind mediante

citometria de flujo el contenido intracelular de estas citocinas en las células NK.

Como se muestra en la Figura 25, la presencia de células tumorales en el cultivo
incrementa la expresidn de citocinas en las células NK. Sin embargo, no se observan
variaciones ni en el porcentaje de células NK secretoras de citocinas ni en la cantidad
total de citocinas secretadas en células NK cultivadas en presencia de MCF7-PCLP1
respecto al control. Asimismo, evaluamos la proporcién de las células NK
denominadas multifuncionales, es decir, células NK que presentan la capacidad tanto
para liberar granulos citotdxicos como para producir citocinas. Para ello,
determinamos los niveles de expresion de IFN-y y/o TNF-a en células positivas para
CD107a. Como se desprende de la Figura 25, y al contrario de lo esperado, el andlisis
del porcentaje de células NK multifuncionales (CD107a‘IFN-y*, CD107a'TNF-o" o
CD107a’IFN-y'TNF-a') no mostré diferencias significativas entre aquellas incubadas
con MCF7-PCLP1 vy las incubadas con MCF7-Ctrl. Estos resultados indican que PCLP1
expresada en las células MCF7 no regula la produccidn de citocinas por parte de las

células NK.
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Figura 25. Efecto de PCLP1 en la produccién de citocinas por las células NK. Deteccidn de las
citocinas IFN-y y TNF-a intracelulares producidas por las células NK mediante citometria de flujo.
Graficos que muestran el porcentaje de células NK CD56" positivas para CD107a, IFN-y y/o TNF-a
incubadas en ausencia de células tumorales (gris) o en presencia decélulas MCF7-Ctrl (azul) o
MCF7-PCLP1 (rojo) durante 4 horas en una relacion E:T de 2:1 y 3:1. Latos muestran la media de 5
a 6 donantes sanos.

2.8. Formacion de conjugados entre células NK y células MCF-7 que

sobreexpresan PCLP1

La citotoxicidad mediada por células NK requiere el contacto directo entre la
célula efectora y la célula diana, dando lugar a la formacién de la sinapsis
inmunolégica y a la liberacién de proteinas citoliticas sobre la célula tumoral. Varios
estudios han descrito en la superficie de las células tumorales la presencia de
moléculas antiadhesivas que impiden su interaccién con las células NK. Por lo tanto,
tratamos de evaluar si PCLP1 expresada en células tumorales interfiere en la
interaccién entre células efectoras y células tumorales diana. Con este propdsito, se
co-cultivaron las células NK previamente marcadas con CMTMR con las células MCF7-
PCLP1 o MCF7 control durante diferentes tiempos y se determind la formacién de
conjugados mediante el analisis por citometria de flujo del nimero de eventos
doblemente positivos (CMTMR*GFP*). Tal y como se observa en la Figura 26, no se

observan variaciones estadisticamente significativas entre el porcentaje de células
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MCF7-PCLP1 unidas a las células NK con respecto a las células control en ninguno de
los tiempos estudiados. Estos resultados sugieren que PCLP1 no altera la interaccion

de células NK con células tumorales.

—a— NK+MCF7-Ctrl
—s— NK+MCF7-PCLP1

20 - /

0 T = T T 1
Omin 15 min 30min 60 min

% de células tumorales
CMTMR*

Tiempo de incubacion

Figura 26. Efecto de PCLP1 en la formacién de conjugados entre células NK y células
tumorales. Para observar la formacion de conjugados se marcaron las células NK con
CMTMR y se determiné el porcentaje de células doblemente positivas (GFP*CMTMR?)
mediante citometria de flujo. En el grafico se muestra el porcentaje de células MCF7-Ctrl
(azul) y MCF7-PCLP1 (rojo) positivas para CMTMR durante diferentes tiempos de co-
incubacién con las células NK. Datos expresados como media de 3 donantes sanos.

2.8.1. Localizacién de PCLP1 en los conjugados celulares

Posteriormente, para determinar la localizacion de PCLP1 durante el transcurso
de la interaccion entre células MCF7-PCLP1 y células NK, se co-incubaron ambos tipos
celulares durante diferentes tiempos y se analizé la fluorescencia emitida por la
proteina de fusidn PCLP1-GFP mediante microscopia de fluorescencia. Como se
muestra en la Figura 27, a los 15 minutos de incubacion la proteina PCLP1 expresada
en las células tumorales se polariza hacia la zona de contacto intercelular o sinapsis
inmunolégica. Transcurrida 1 hora de incubacién, las células NK exhiben PCLP1 en su
superficie, lo que indica que PCLP1 es transferida de las células tumorales a las células

NK.
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15 min 120 min

PCLP1-GFP

MCF7-PCLP1

Figura 27. Localizacion de PCLP1 durante la interaccion entre células MCF7-PCLP1 y
células NK. Imagenes que muestran en color verde la proteina PCLP1-GFP (fila
superior), en color azul los nucleos celulares tefiidos con DAPI (fila intermedia) y en
color gris las células visualizadas en contraste de fases (fila inferior). Las fotografias
fueron obtenidas a diferentes tiempos de co-incubacion de células MCF7-PCLP1 y
células NK (indicadas con flechas), que se distinguen por su tamario celular.

2.8.2. Transferencia de PCLP1 en los conjugados celulares

La transferencia de PCLP1 hacia la célula NK se confirmé mediante citometria
de flujo (Figura 28). Los resultados obtenidos revelan la presencia de la proteina
PCLP1-GFP en células NK co-incubadas con células MCF7-PCLP1, no detectandose GFP

en células NK co-incubadas con células MCF7-Ctrl.
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Figura 28. Andlisis de la adquisicion de PCLP1 expresada en células tumorales por las
células NK. Diagramas de contornos que muestran la expresion de PCLP1-GFP en
células NK incubadas en ausencia o en presencia de MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1. Los
colores representan la densidad de células de menor a mayor: azul-verde-amarillo-
naranja-rojo.

La presencia de PCLP1 en las células NK podria deberse a un proceso de
transferencia de fragmentos de membrana y moléculas asociadas denominado
trogocitosis. La trogocitosis tiene lugar tras la formacién de la sinapsis inmunolégica y
debe cumplir ciertos requisitos, entre los que se incluyen presentar una cinética
rapida, duracién limitada y dependencia de contacto entre la célula donadora y la
célula receptora. Por lo tanto, una vez confirmada la presencia de PCLP1 en la célula
NK, se analizé la cinética de la transferencia de esta proteina marcada en GFP. Para
ello, se co-incubaron células MCF7-PCLP1 con células NK a diferentes tiempos y se
determiné el porcentaje de células NK (CD45") positivas para PCLP1-GFP (Figura 29).
Los resultados obtenidos muestran que a los 10 minutos de incubacién, alrededor del
17% de las células NK adquieren PCLP1-GFP, lo que refleja la rapidez del proceso de
transferencia. Al cabo de 1 hora de incubacién se alcanza el valor maximo de
adquisicion, con un porcentaje de células NK positivas para PCLP1 de
aproximadamente el 25%, el cual posteriormente decae progresivamente hasta volver

a los valores iniciales, sugiriendo que se trata de un proceso temporal.
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Figura 29. Cinética de transferencia de PCLP1 de las células tumorales a las células NK. A) Grafico que
representa la media del porcentaje de células NK positivas para PCLP1-GFP que han sido previamente
incubadas con células MCF7-PCLP1 durante diferentes tiempos. B) Diagramas de contorno representativos
de 3 donantes sanos donde se muestran los porcentajes de células NK que muestran expresion de PCLP1-
GFP. Los colores representan la densidad de células de menor a mayor: azul-verde-amarillo-naranja-rojo.

A continuacion, para averiguar si la transferencia de PCLP1 es dependiente de
contacto intercelular o de la adquisicidon de fragmentos de membrana presentes en el
medio de cultivo, se incubaron las células MCF7-Ctrlo MCF7-PCLP1 con las células NK
durante 1 hora en presencia o ausencia de una membrana semipermeable con un
didmetro de poro de 0,4 um que impide el contacto intercelular. Como revela la
Figura 30, en ausencia de contacto intercelular no se observa adquisicién de PCLP1
por las células NK, lo que demuestra que el proceso de transferencia es dependiente

de contacto celular.
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NK + MCF7-Ctrl NK + MCF7-PCLP1

Contacto

CD45

Sin contacto

PCLP1-GFP

Figura 30. Andlisis de la adquisicion de PCLP1 expresada en células tumorales
por las células NK. Diagramas de contorno que muestran la expresion de PCLP1-
GFP en células NK incubadas con MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 durante 1 hora en
presencia o ausencia de una membrana semipermeable. Los colores representan
la densidad de células de menor a mayor: azul-verde-amarillo-naranja-rojo.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la transferencia de PCLP1 de
las células tumorales a las células NK reune las caracteristicas propias del mecanismo

de trogocitosis.

2.9. Efecto de PCLP1 en la maduracion de las células dendriticas

La maduracion de las DCs en el microambiente tumoral se encuentra a menudo
inhibida por moléculas expresadas por las células malignas, lo que da lugar a una
acumulacion de DCs inmaduras (iDCs) con reducida capacidad de presentacion
antigénica y baja expresién de moléculas co-estimuladoras, disminuyendo en ultima

247,2 ; . g
230 por esta razén, decidimos

instancia la respuesta antitumoral adaptativa.
examinar el efecto de PCLP1 expresada en células tumorales durante el proceso de
maduracién de las DCs. Con este propdsito, se estimuld la maduracién de MoDCs con
LPS en presencia de células MCF7-PCLP1 o MCF7-Ctrl y se determind mediante
citometria de flujo la expresién de marcadores de maduracién y moléculas co-

estimuladoras, incluyendo CD80, CD83, CD86, CD40, CD206, CD54 y HLA-DR.
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Figura 31. Efecto de PCLP1 en la expresiéon de marcadores de maduracion en DCs. Anilisis
por citometria de flujo de la expresién en superficie de los marcadores de maduracién
indicados en DCs incubadas con MCF7-Ctrl (azul) o MCF7-PCLP1 (rojo) durante el proceso de
maduracién con LPS. La grafica representa la media de 4 a 8 experimentos normalizados
considerando 100% la expresion en DCs incubadas con MCF7-Ctrl.

Como se presenta en la Figura 31, los resultados obtenidos no muestran
diferencias significativas entre DCs incubadas con MCF7-PCLP1 y aquellas incubadas
con células MCF7-Ctrl en los niveles de expresion de ninguna de las moléculas
estudiadas, lo que indica que PCLP1 expresada en células MCF-7 no modula la

maduracién de las DCs inducida por LPS.

2.10. Efecto de PCLP1 en la proliferacion linfocitaria

La amplificacidn de la respuesta inmunitaria es esencial para la erradicacién de
las células tumorales y se produce en parte mediante la proliferacién de linfocitos T y
células NK. Sin embargo, algunos tipos de tumores han desarrollado la capacidad de
inhibir la proliferaciéon linfocitaria a través de la expresién de moléculas
inmunosupresoras, evadiendo de este modo la inmunovigilancia. Por otro lado, PCLP1
ha sido implicada en la regulacién de la proliferacién linfocitaria por las células
mesenquimales. Para averiguar si PCLP1 expresada en células tumorales de mama
modula negativamente la proliferacién linfocitaria, se estimuld la proliferacién de
PBMCs con diferentes estimulos en presencia de células tumorales. La proliferacién
linfocitaria se determiné mediante citometria de flujo en base a la disminucién de la

intensidad de fluorescencia emitida por CFSE.
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2.10.1. Proliferacién de linfocitos T

Para determinar el efecto de PCLP1 en la proliferacion de linfocitos T, se
incubaron las PBMCs con células MCF7-PCLP1 o MCF7-Ctrl en una relacién E:T de 2:1
durante 4 dias en presencia del mitégeno policlonal PHA. Como se advierte en la
Figura 32, la proliferacién de linfocitos T CD3" inducida por PHA en ausencia de células
tumorales varia en funcion del donante, con un amplio rango de valores que abarca
desde el 20 al 90%. Los resultados muestran que en presencia de MCF-7 control, se
observa una disminucién estadisticamente significativa del porcentaje de linfocitos T
CD3" que han proliferado en respuesta a PHA. Cuando el cultivo se realiza en
presencia de células MCF-7 que sobreexpresan PCLP1, la respuesta proliferativa de los
linfocitos T CD3" sufre una reduccién significativamente mayor que la observada en

presencia de células MCF-7 control.

A continuacién, para evaluar si la inhibicion de la proliferacion de los linfocitos
T totales se limitaba a una subpoblacion determinada, se analizéd la tasa de
proliferacién de linfocitos CD4" (cooperadores) y linfocitos CD8" (citotdxicos)
mediante el uso de anticuerpos especificos. Los datos revelan una reduccidn
significativa en la proliferacion de ambos subtipos linfocitarios al cultivarlos en
presencia de células MCF7-PCLP1 con respecto al control, siendo mas pronunciada en

la subpoblacién de linfocitos CD8".
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Figura 32. Efecto de PCLP1 en la proliferacion de linfocitos T inducida por PHA. A) Porcentaje de
linfocitos T provenientes de PBMCs que han proliferado en ausencia o presencia de células MCF7-Ctrl o
MCF7-PCLP1, usando 10 pg/ml de PHA como estimulo proliferativo. B) Histograma representativo de la
proliferacion de los linfocitos T provenientes de 6 donantes sanos incubados en ausencia de células
tumorales (gris), en presencia de células MCF7-Ctrl (azul) o de células MCF7-PCLP1 (rojo). Se representa la
proliferacién de los linfocitos T totales (CD3", primera columna), linfocitos T cooperadores (CD3°CD4",
segunda columna) y linfocitos T citotéxicos (CD3CD8”, tercera columna). *P<0,05; **p<0,01;*** p<0,001.

2.10.2. Proliferaciéon de células NK

El estudio del efecto de PCLP1 en la proliferacion de células NK se realizd
incubando las PBMCs en presencia de IL-2 durante 7 dias. Dado que la co-incubacion
de las células NK con las células tumorales desde el inicio del cultivo (durante los 7
dias de estimulo) inhibe completamente la proliferacion celular (datos no mostrados),
impidiendo de ese modo la deteccion de un posible efecto inhibidor adicional de

PCLP1, las células tumorales se afiadieron al cultivo el sexto dia del ensayo. Los
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resultados obtenidos muestran una proliferacién similar de células NK (CD3°CD56")
cultivadas solas, en presencia de células MCF7-Ctrl en presencia de células MCF7-
PCLP1. Se analizé en detalle cada una de las divisiones experimentadas por las células
que habian proliferado y no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje

de células en cada una de las divisiones. (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de PCLP1 en la proliferacion de células NK inducida por IL-2. A) Porcentaje de células NK
provenientes de PBMCs que han proliferado en ausencia o presencia de células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1,
utilizando 1000 U/ml de IL-2 como estimulo proliferativo. B) Histograma representativo de la proliferacién
de las células NK provenientes de 3 donantes sanos y grafico que muestra el porcentaje de células NK en
cada una de las divisiones. Donde se muestra la proliferacién de células NK incubadas en ausencia de
células tumorales (gris), en presencia de células MCF7-Ctrl (azul) o de células MCF7-PCLP1 (rojo).

2.10.3. Induccion de linfocitos T reguladores

Para determinar si PCLP1 modula la induccidn de linfocitos T reguladores
(Tregs), se estimularon las PBMCs con IL-2 durante 6 dias y posteriormente se
cultivaron en presencia de células MCF7-PCLP1 o MCF7-Ctrl durante 24 horas

adicionales. Los resultados obtenidos en la Figura 34 no muestran diferencias
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significativas entre el porcentaje de linfocitos Tregs (CD4'CD25FOXP3") inducidos en
presencia de células MCF7-PCLP1 y el obtenido con células MCF7-Ctrl, lo que indica

que PCLP1 no modifica la generacién de linfocitos Tregs.
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Figura 34. Efecto de PCLP1 en el desarrollo de linfocitos T reguladores
(Tregs). A) Porcentaje de linfocitos Tregs FOXP3" del total de células
CD4*CD25" tras estimulacion con 1000 U/ml de IL-2, incubadas en
ausencia o presencia de células MCF7-Ctrl o células MCF7-PCLP1 Datos
provenientes de 6 donantes sanos.

En resumen, los resultados obtenidos indican que PCLP1 expresada en células
tumorales de mama inhibe significativamente la proliferacién de los linfocitos T CD4"
y linfocitos T CD8" inducida por PHA, pero no ejerce ningln efecto sobre la respuesta

proliferativa de las células NK ni sobre la generacion de Tregs inducida por IL-2.

2.11. Regulacion de la expresion de PCLP1 por citocinas

Tanto las células tumorales como los linfocitos presentes en el microambiente
tumoral producen citocinas inmunomoduladoras, incluyendo IL-4 y TGF-B1, que a su
vez inducen la expresién de moléculas involucradas en la progresién del cancery en la

254,285

evasiéon de la inmunovigilancia. Estudios previos han descrito un incremento del

ARNm de PCLP1 en la linea celular de cdncer de mama MDA-MB-231 tras tratamiento
con TGF-B1.” Por otra parte, se ha detectado un aumento de los niveles proteicos de
PCLP1 en respuesta a esta citocina en la linea celular A459 de adenocarcinoma de

286

pulmén.”™ En cambio, el efecto de IL-4 en la regulacion de la expresion de PCLP1 aun
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se desconoce. Para averiguar si TGF-B1 e IL-4 regulan la expresion proteica de PCLP1
en células de cancer de mama, se cultivaron las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231

en presencia de estas citocinas y se analizaron los niveles de expresion de PCLP1

mediante Western Blot.
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Figura 35. Estimulacion de la expresion de PCLP1 por las citocinas TGF-B1 e IL-4. Expresion de
PCLP1 en las lineas celulares MCF-7 (izquierda) y MDA-MB-231 (derecha) determinada mediante
Western blot con un anticuerpo anti-PCLP1. A) Expresidn de PCLP1 inducida por concentraciones
crecientes de TGF-B1 y a diferentes tiempos. B) Expresion de PCLP1 inducida por 400 U/ml de IL-4
a diferentes tiempos en células MCF-7 y en células MDA-MB-231. Como control de carga, se

muestra la expresion de GAPDH.

Los resultados mostrados en la Figura 35 revelan que la citocina TGF-B1 induce

la expresion de PCLP1 de forma dependiente de concentracién y de tiempo de

exposicion. A la dosis mas elevada de las ensayadas (2 ng/ml), se observa un

incremento notable en la expresidon de PCLP1 en ambas lineas celulares en respuesta
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a TGF-B1. Las células MDA-MB-231 alcanzan la maxima expresién de PCLP1 a los 3
dias de incubacion con 2 ng/ml de TGF-B1, empezando a decaer a los 4 dias. Sin
embargo, las células MCF-7 requieren 10 dias de incubacién para lograr un nivel de
expresion similar. Asimismo, la incubacion de las lineas celulares de cancer de mama
en presencia de IL-4 induce un destacado incremento de PCLP1, alcanzando su nivel
maximo de expresion a los 3 dias en células MDA-MB-231y a los 6-8 dias en el caso de

células MCF-7.

A continuacidn nos propusimos caracterizar las rutas de sefalizacion
involucradas en la induccién de la expresién de PCLP1 por TGF-B1 e IL-4 mediante el
uso de inhibidores especificos. Este ensayo se realizé en la linea célular MDA-MB-231,
dado que el nivel de expresion de PCLP1 en estas células es mas elevado que en las
células MCF-7, lo que permite detectar con mayor claridad el efecto ejercido por los
inhibidores. Con este fin, se incubaron las células MDA-MB-231 en condiciones de
maxima expresion de PCLP1 para cada citocina (2ng/ml de TGF-1 o 400U/ml de IL-4
durante 3 dias) en presencia de concentraciones crecientes de inhibidores especificos
de las vias de sefializacion MEK/ERK (PD098059) y p38MAPK (SB202190), que se
activan tras la interaccién de dichas citocinas con su receptor. Asimismo, se analizo el
efecto de la inhibicion de la ruta JAK, que interviene en la transmision de sefiales
inducida por TGF-f1, mediante el tratamiento de las células tumorales con el

inhibidor especifico PF956980.
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Figura 36. Analisis de las rutas involucradas en la induccion de la expresiéon de PCLP1 mediada
por TGF-B1 e IL-4. Deteccion mediante Western blot de la expresidon de PCLP1 en la linea celular
MDA-MB-231 con un anticuerpo anti-PCLP1. Estimulacion de la expresiéon de PCLP1 inducida por
TGF-B1 (izquierda) o IL-4 (derecha) en presencia de concentraciones crecientes de los inhibidores
de la de la ruta MEK/ERK (PB98059) (A), de la ruta p38 MAPK (SB202190) (B) y de la ruta JAK-3
(PF956980) (C). Como control de carga, se muestra la expresion de GAPDH.

Como refleja la Figura 36, la expresiéon de PCLP1 inducida por TGF-B1 se inhibe

tras tratamiento de las células tumorales con los inhibidores PD098059 y PF956980,

especificos para las rutas MEK/ERK y JAK-3 respectivamente. A su vez, el incremento

en la expresion de PCLP1 en respuesta a la estimulacion con IL-4 es bloqueada por la

adicion del inhibidor PD098059, especifico de la ruta MERK/ERK.
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Estos resultados indican que TGF-B1 induce la expresién de PCLP1 en las células
MDA-MB-231 a través de la cascada de sefializacion MEK/ERK y JAK, mientras que IL-4

aumenta dicha expresion tras la activacion de las rutas MEK/ERK y p38MAPK.
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Discusion

1. PCLP1 se expresa en células dendriticas y participa en el

mantenimiento del fenotipo inmaduro

PCLP1 es conocida principalmente por su funcién relevante en el
funcionamiento del rifidn. Sin embargo, su papel en células hematopoyéticas ain no
se conoce con claridad. Como miembro de la familia de proteinas CD34, PCLP1 se
expresa en progenitores hematopoyéticos durante el desarrollo embrionario, donde

4
3438 En |a fase adulta la

contribuye en el proceso de migracidn y diferenciacién celular.
expresién de PCLP1 decae y se restringe a células del linaje megacariocitico y a una
subpoblacién de células madre hematopoyéticas relacionadas con el linaje mieloide y
linfoide.* No obstante, varios estudios han descrito la presencia del ARNm de PCLP1
en linfocitos, monocitos y granulocitos humanos,®® asi como la forma proteica de

PCLP1 en monocitos estimulados con M-CSF durante su diferenciacion a

, 7
macréfagos.

En el presente trabajo se ha detectado por primera vez la expresién de PCLP1
en células dendriticas (DCs) provenientes de adultos humanos, sin observarse
expresidon en otras células inmunitarias como células NK o linfocitos T.
Concretamente, PCLP1 aparece en DCs mieloides y en DCs derivadas de monocitos
(MoDCs), no detectandose niveles apreciables de esta proteina en la superficie de DCs
plasmacitoides. Esta expresidén heterogénea entre diferentes subpoblaciones de DCs
podria estar relacionada con el origen de cada una de estas células. Ain no se
conocen con exactitud las vias de diferenciacién de las DCs a partir de células madre
hematopoyéticas (HSCs) y su clasificacion no esta clara. Pese a ello, varios estudios
apuntan a la existencia de un progenitor mieloide comdn (CMP) que da lugar al
progenitor macréfago-dendritico (MDP) y al progenitor comin de DCs (CDP), los
cuales se diferencian a monocitos y a DCs precursoras (pre-DCs) respectivamente.
Ciertos estudios sugieren que tanto las DCs mieloides como las DCs plasmacitoides
surgen del CDP. Sin embargo, trabajos realizados en ratén sugieren que las DCs
plasmacitoides podrian surgir de un progenitor linfoide comun (CLP), tal y como se

plasma en la Figura 37.5%%%2%
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Esta diferenciacion a partir de CLP podria explicar la ausencia de PCLP1 en DCs
plasmacitoides con respecto a DCs mieloides. De hecho, la morfologia, funcién,

expresion génica y migracion de DCs plasmacitoides difieren del resto de

90,287,288

@

HSC

J

Linfocitos
——————— >

subpoblaciones de DCs.

MDP / cop \
Macroéfago
Monocito Pre-DC DC plasmacitoide 3 i
l ¢ Médula 6sea
Monocito Pre-DC DCplasmacitoide

MoDC DCmieloide
Figura 37. Origen de las diferentes subpoblaciones de DCs sanguineas. HSC:
célula madre hematopoyética, CMP: progenitor mieloide comun, CLP: progenitor

linfoide comun, MDP: progenitor macréfago-dendritico,CDP: progenitor comun
de las DCs; Pre-DC: DCs precursoras.

Las sialomucinas presentes en la membrana celular ejercen un papel
determinante en la maduracidn de las DCs. Tal y como han sefialado varios estudios,
existe una relacién negativa entre la expresion de acidos sialicos y la maduracion
celular, de forma que, su eliminacién de la superficie de las DCs tiene como resultado
la induccién de la maduracion, disminuyendo asi la capacidad de captar antigenos y

aumentando la capacidad de presentarlos a células inmunitarias.?***"*
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Concretamente, el tratamiento con neuraminidasa, una enzima que elimina de
manera no especifica acidos sidlicos unidos a a-2,3 y a-2,6 de la superficie celular,
induce la expresidon tanto de moléculas MHC como de moléculas co-estimuladoras en
la superficie de MoDC, altera la expresion de diferentes citocinas y aumenta la

292-294 .
Basandonos en estas

habilidad de las DCs para activar linfocitos T.
observaciones, nos propusimos evaluar la expresion de PCLP1 en los diferentes
estadios madurativos de las DCs provenientes de monocitos. Los resultados muestran
que los niveles de expresidn de PCLP1 en monocitos aislados de sangre periférica se
ven incrementados tras la exposicién de a estimulos que inducen la diferenciacion a
iDC, como GM-CSF e IL-4. Sin embargo, la maduracion de estas células mediada por
las moléculas estimuladoras LPS, poli I:C o el céctel de citocinas proinflamatorias

compuesto por TNF-q, IL-6, IL-13 y PGE2, tiene como consecuencia la reduccidn de la

expresién de PCLP1.

La presencia de PCLP1 en DCs el estado inmaduro de las DCs y su ausencia en
células maduras sugeria la participacién de esta sialomucina en el proceso de
maduracién. Esta cuestion fue abordada induciendo la sefalizacién intracelular de
PCLP1 mediante la adicién de un anticuerpo especifico anti-PCLP1 durante la
maduracién de las iDCs y analizando su efecto sobre la expresidn de marcadores de
maduracién. Los resultados revelaron que la sefializacién mediada a través de PCLP1
provoca una maduracidn ineficiente de las DCs, como refleja la reducida expresion de
HLA-DR, del marcador de maduracion CD83 y de la molécula co-estimuladora CD86 en
la superficie de estas células. El aumento de expresién de las moléculas HLA-DR, CD83
y CD86 es necesario para la funcion presentadora de antigeno e inmunomoduladora
llevadas a cabo por las mDCs. CD83 promueve la expresion de moléculas de MHC de
clase Il (como HLA-DR) y CD86, que participan en la activacion y control de los

92,295,296

linfocitos T. Por el contrario, se ha observado que la reduccién de los niveles

de expresion de la molécula CD83 genera unas DCs con menor capacidad para

. . . , ,re 1
estimular a linfocitos T antigeno-especificos y promover el desarrollo de CD8".°
Ademas, se ha descrito que la disminuciéon de CD86 debilita las interacciones celulares

entre células dendriticas y linfocitos T, atenuando la activacion de linfocitos T vy
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297299 Ectas observaciones sugieren que PCLP1

promoviendo el desarrollo de Tregs.
podria actuar en las DCs como una molécula inmunosupresora, alterando la
presentacidn antigénica y la activacidn linfocitaria a través de la disminucién de los

receptores HLA-DR, CD83 y CD86.

Por otra parte, nuestros resultados muestran la localizacién de PCLP1 en el
extremo posterior de iDCs que migran sobre una superficie cubierta de fibronectina.
Durante el proceso de migracion, los leucocitos adoptan una morfologia polarizada,
con la formacidn de dos polos funcionalmente diferentes: el frente de avance, rico en
receptores de quimiocinas y moléculas de adhesion al sustrato que inducen el
movimiento direccional de la célula, y el urépodo en el polo posterior, donde se
localizan las proteinas que participan en la activacién y adhesién intercelular. Los
urépodos son protuberancias celulares con capacidad para ejercer movimientos
continuos que permiten la exploracién del microambiente y el contacto reciproco con

300,301 ~:
">~ Dichas estructuras,

otras células, como la formacién de la sinapsis inmunoldgica.
basadas en actina, se encuentran enriquecidas en microvellosidades y proteinas
adaptadoras ERM (Ezrina-Radixina-Moesina). La ubicaciéon de PCLP1 en los urépodos
estd en concordancia con resultados anteriores que sitian a PCLP1 en las
microvellosidades celulares y atribuyen a esta proteina la capacidad para inducir su

27,84 P . .
" Asimismo, el hallazgo revelado en la presente tesis sobre la presencia

formacion.
de PCLP1 en la sinapsis inmunoldgica de células NK y células tumorales parece sugerir
que PCLP1 podria localizarse en la sinapsis que se establece entre DCs y linfocitos,

regulando de ese modo la respuesta linfocitaria.
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2. PCLP1 funciona como molécula inmunomosupresora en células de

cancer de mama

Hasta la fecha, se han concentrado muchos esfuerzos en tratar de analizar los
mecanismos de escape tumoral a la inmunovigilancia y en entender las bases
moleculares de la tolerancia tumoral. Con la finalidad de protegerse de la respuesta
antitumoral, algunos tumores expresan moléculas propias de células normales cuya
funcion fisiolégica natural es proteger a los tejidos de la activacién inmunitaria. La
expresion de reguladores negativos del sistema inmunitario representa un mecanismo
crucial de escape y progresién tumoral en pacientes con cancer. Un claro ejemplo de
ello es la molécula B7-H1/PD-L1, que se expresa tanto en DCs, células epiteliales,
células mieloides y linfocitos T en respuesta a citocinas proinflamatorias, como en
células tumorales.*® Asimismo, se ha detectado la expresion de esta molécula en DCs,
fibroblastos y linfocitos T presentes en el microambiente tumoral, donde actua
inhibiendo la respuesta inmunitaria antitumoral. La expresion de B7-H1/PD-L1 se
considera como uno de los principales mecanismos evasién tumoral y su bloqueo

representa actualmente el objetivo de numerosos ensayos clinicos.*%*

La funcién inmunomoduladora de PCLP1 en DCs determinada en el presente
trabajo sugiere que esta proteina podria ejercer un papel similar en células tumorales.
A pesar de la correlacién observada entre la expresiéon de PCLP1 en células malignas y
progresidn tumoral, no existen evidencias del efecto de esta proteina en el desarrollo
de la respuesta inmunitaria antitumoral. En el presente estudio describimos por
primera vez la funcién inmunomosupresora de PCLP1 expresada en células de cancer
de mama. Bajo condiciones in vitro, nuestro trabajo demuestra que PCLP1 expresada
en células tumorales participa en la resistencia a la citotoxicidad mediada por las
células NK, en la modulacién del fenotipo de células NK y en la disminucién de la

proliferacién linfocitaria inducida por agonistas.
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2.1. PCLP1 confiere resistencia tumoral a la citotoxicidad mediada por

células NK

Con el objetivo de determinar la posible implicacion de PCLP1 expresada en
células tumorales sobre la funcién y el fenotipo de las células NK durante la respuesta
antitumoral, se transfecté la linea celular de cdncer de mama MCF-7 para obtener
células con altos niveles de expresién de PCLP1. El co-cultivo in vitro de estas células
tumorales con las células NK previamente activadas con IL-2 reveld que los niveles de

expresion de PCLP1 se relacionan con la supervivencia tumoral.

PCLP1 expresada en células tumorales induce resistencia a la lisis mediada por
las células NK. De hecho, la poblacién resistente a la lisis presenta mayores niveles de
expresion de PCLP1, sugiriendo que las células NK eliminan las células tumorales con
menores niveles de expresién de PCLP1, seleccionando asi las variantes mas
resistentes. Este mismo fendmeno se ha observado in vivo en neuroblastomas
murinos sometidos a inmunoterapia con células NK, donde tras la respuesta
antitumoral dependiente de células NK se desarrollaron tumores recurrentes con

4 .,
3% La seleccion de una

mayores niveles de expresion de moléculas MHC de clase I.
poblacién celular con mayor expresién de PCLP1 contribuiria al escape inmunitario y
al establecimiento de células tumorales con mayor agresividad. Dado que, tal y como
se ha demostrado en varios estudios, un aumento de expresién de PCLP1 dota a las
células tumorales de una morfologia celular alterada con superior capacidad

. . . P 4
migratoria y fenotipo metastasico.””***

En cuanto a los mecanismos de resistencia de las células tumorales a la lisis
mediada por las células NK, se han identificado varias moléculas tumorales con efecto
negativo sobre la viabilidad de las células NK. Como ejemplo, estudios in vitro e in vivo
han observado que la expresién de FasL en células tumorales es capaz de inducir la

. ; 2 -
apoptosis de células NK.283%5308

Sin embargo, en nuestro modelo experimental no
observamos un incremento en la muerte de las células NK en presencia de células
tumorales con altos niveles de PCLP1, sino una alteracién de su fenotipo. Esta

alteracién de las células NK ha sido descrita en varios estudios realizados en tumores
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de mama, donde se asocia al escape tumoral de la vigilancia inmunoldgica por una
deficiente funcidn de las células NK, considerandose un indicador de invasividad y

2 192,309-311
prondstico desfavorable.”™

Recientemente se ha demostrado que las células NK
de pacientes con cancer de mama presentan una actividad alterada y una disminucién
de los receptores de activacion NKG2D, NKp30, DNAM-1 y CD16, debido en parte a la

312 .
Estas observaciones se encuentran en

liberacion de factores solubles como TGF-B1.
consonancia con los resultados obtenidos en este estudio, los cuales muestran que
PCLP1 expresada en células tumorales de cancer de mama regula negativamente la
expresion de receptores de activacion implicados en el desencadenamiento de la
respuesta citotdxica de las células NK. Esta regulacion es dependiente de contacto
entre ambas células e incluye la disminucidon de los receptores NKG2D, NKp30, NKp44,
NKp46, DNAM-1 y CD16, presentes en la superficie de las células NK. Asimismo, se
observa una disminucién del receptor CD56, que participa en la adhesion y activacién
de las células NK promoviendo la liberacion de citocinas.*™ Estudios previos han
revelado que la mucina MUC16 expresada en células tumorales induce la disminucidn
de la expresidon en superficie de CD16, reduciendo la citotoxicidad mediada por

. ) . . . 223,314,315
anticuerpos en células de pacientes con cancer de ovario.” ™™™

Igualmente, PCLP1
podria suprimir la citotoxicidad mediada por anticuerpos a través de la inhibicién de la
expresion de CD16. Estas evidencias sugieren que PCLP1 podria contribuir en cierta
medida a la disminucién de los receptores de activacion descrita en células NK de

pacientes con cancer de mama.

El aumento de la resistencia a la citotoxidad mediada por células NK observada
en células tumorales que sobreexpresan PCLP1 también podria explicarse por la
alteracidn de la expresién de ligandos que interaccionan con receptores activadores e
inhibidores. Las moléculas MHC de clase | actian como ligandos de receptores
inhibidores y su aumento en la superficie de células tumorales se ha descrito como un
mecanismo de resistencia a células NK activadas con IL-2 en tumores de

309,316
melanoma.™

Por otro lado, la disminucion de los ligandos de NKG2D, MIC-A vy
MIC-B proporciona resistencia a la lisis mediada por células NK en células madre de

cancer de mama. De hecho, tanto la pérdida de ligandos de NKG2D y la expresion de
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moléculas MHC de clase | se encuentran relacionadas con un prondstico desfavorable

192,201,312,317,318 :
e En consonancia con estas

en pacientes con cancer de mama.
observaciones, los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que PCLP1
induce un incremento de la expresion de moléculas HLA-ABC y una disminucion de

MIC-AB en la superficie de las células tumorales de cancer de mama.

Aunque nuestros resultados muestran que PCLP1 disminuye la citotoxicidad
mediada por células NK y la expresiéon de receptores activadores, no se observa
alteracién en la desgranulacidén, expresidon de perforina ni en la produccion de
citocinas TNF-a e IFN-y debidas a la expresiéon de PCLP1. Una posible explicacién a
este fendmeno podria ser que la disminucion de los receptores de activacién se viera
contrarrestada por una disminucién de receptores inhibidores, lo que finalmente

desencadenaria una desgranulacidon normal.

Se han descrito varios mecanismos a través de los cuales las células tumorales
son capaces de resistir a la citotoxicidad, como el impedimento de la interaccion y
formacion de sinapsis entre células NK y células tumorales debido a la expresidon de
MUC16 en células de cancer de ovario.?”* Sin embargo, nuestro ensayo de formacion
de conjugados entre células NK y células tumorales revelé que PCLP1 no interviene en
la interaccion entre ambas células. Por otro lado, la resistencia a la apoptosis mediada
por receptores de muerte es una caracteristica muy comun en tumores. Como se ha
mencionado anteriormente, la expresion de formas inactivas de receptores de muerte
o los receptores decoy, asi como expresiones reducidas de receptores de muerte
debidas a la regulacidon negativa, solubilizacién o secrecion a través de exosomas,

. 319-325
contribuye al escape tumoral.

Individualmente, la linea celular MCF-7 presenta
en su superficie receptores (TRAILR) capaces de inducir la apoptosis como TRAIL-R1 y
TRAIL-R2,*%® sin embargo la expresion del receptor decoy TRAIL-R4 y la deficiente
activacion de las caspasas-8 y -3 hacen que esta linea celular se considere como una

211,327-330
! En cuanto a la muerte

linea resistente a la apoptosis mediada por TRAIL.
mediada por FasL/Fas en la célula MCF-7, nuestros resultados muestran que la

expresion de PCLP1 regula de forma negativa la expresion de Fas en la superficie
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tumoral. Esta disminucidn inducida por PCLP1 podria conferir resistencia a la
apoptosis mediada por Fas, lo que permitiria explicar la resistencia a la citotoxicidad

mediada por las células NK.

El incremento de la resistencia tumoral a la actividad de las células NK inducido
por PCLP1 en el contexto de una maquinaria litica intacta podria deberse a un
aumento de la resistencia intrinseca de las células malignas. En malignidades
hematoldgicas se ha detectado una resistencia a la citotoxicidad debida al
impedimento de la formacién de poros en la membrana tumoral ocasionada por una

207,331 . .
’ Otro estudio realizado con

reducida unién de la perforina a la membrana.
variantes tumorales resistentes a la muerte mediada por CTLs constata que, de forma
similar a nuestro estudio, las células efectoras no presentan alteraciones ni en la
desgranulacién, ni en la formacion de conjugados, ni en la expresion de granulos
citotoxicos como granzima B y perforina. Los autores demuestran que los cambios
morfolégicos debidos a la alteracién de la polimerizacion y contenido de actina
inducidos por la sobreexpresion de scinderina y efrina-Al promueven la resistencia a
la citotoxicidad inducida por CTLs a través de la formacion de una sinapsis

332,333

inmunoldgica ineficiente. De hecho, varios estudios han puesto de manifiesto la

implicacién del citoesqueleto de actina en la resistencia tumoral a la apoptosis

inducida tanto por CTLs como por células NK.>****’

Dado que PCLP1 juega un papel
esencial en la organizacién de actina en células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-
231,% es posible que su expresion elevada altere la organizacién del citoesqueleto en
la zona de contacto con las células NK, impidiendo el desencadenamiento del proceso

litico en la célula tumoral.

Centrandonos en la localizacion de PCLP1 durante la sinapsis inmunoldgica,
nuestro trabajo revela que PCLP1 expresada por las células MCF-7 se polariza hacia la
zona de contacto con las células NK y, posteriormente, es transferida a la membrana
de estas células. Durante el proceso de sinapsis se produce un contacto directo entre
la célula NK y la célula tumoral, donde se integran las sefiales de reconocimiento y

respuesta antitumoral de la célula NK y se intercambian fragmentos de membrana y
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moléculas entre ambos tipos celulares a través de un proceso denominado

156,157,338 TRV , .
"=>77>% Este proceso se describid inicialmente en las células del sistema

trogocitosis.
inmunitario entre las que destacan los linfocitos B, T y células NK. Recientemente, se
han publicado varios estudios que demuestran el proceso de trogocitosis entre células
tumorales y células inmunitarias. Se cree que las células recurren a este mecanismo
para evitar la pérdida de membrana después de la desgranulacidon. Sin embargo, cada
vez mas estudios apuntan a que la trogocitosis constituye un mecanismo de

339,340 . .
™ La transferencia de proteinas desde

regulacién de la respuesta inmunitaria.
células tumorales hacia células NK mediante este proceso tiene como resultado la
modificacién de las caracteristicas fenotipicas y/o funcionales de la célula receptora.
Como ejemplo se ha descrito que la adquisicién de antigenos carcinoembrionarios,
HLA-G1 y m157 por parte de las células NK mediante trogocitosis inhibe la

160,161 .
=~ Del mismo

proliferacion y la funcién citotdxica antitumoral de estas células.
modo, la transferencia de ligandos del receptor NKG2D como MIC-A o MIC-B ejerce
un profundo efecto sobre la funcidén de las células NK, teniendo como resultado la
regulacion negativa o bloqueo de su receptor NKG2D, lo cual tiene como

. . . . ;. p 159,161,162,341,342
consecuencia una reducida capacidad citotoxica de las células NK.>>=>»>%="+=% p

or
otra parte, se ha observado que la adquisicién de receptores de quimiocinas como
CCR7 por parte de células NK incrementa la migracion de estas células hacia los
nddulos linfaticos.>*® A demds, se ha sugerido que la transferencia de moléculas
mediante trogocitosis ejerce un efecto mayor si las células NK presentan en su

. . , . 161
superficie el receptor de la molécula trogocitada.

En nuestro trabajo hemos demostrado que PCLP1 expresada en células
tumorales es transferida a células NK mediante un mecanismo que cumple los
requerimientos de la trogocitosis, ya que se trata de un proceso rapido, dependiente
de contacto celular y con una breve permanencia en la célula receptora. La presencia
de PCLP1 en la superficie de células NK como consecuencia de la trogocitosis apoya en
cierta medida la hipdtesis del papel inmunomodulador de esta proteina. Cabe la
posibilidad de que la transferencia de PCLP1 a las células NK tenga como

consecuencia la alteracién de su capacidad de adhesidn a otras células y de migracién
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. . . pras 30,344
hacia ganglios linfaticos.™

En este proceso de transferencia podria estar implicada
la selectina L, dado que se trata del unico ligando identificado de PCLP1 expresado en
la superficie de las células NK. Esta hipdtesis se ve reforzada por un estudio que
demuestra la interacion de PCLP1 expresada en células tumorales pancredticas con

selectina L purificada.®

En conexion con el hallazgo de la presencia de PCLP1 en la sinapsis
inmunoldgica, un estudio reciente ha revelado que PCLP1 se localiza en los terminales
axodnicos presindpticos del cerebro adulto y participa en la formacion de la sinapsis

33 . . . . .
neuronal.” Esta observacién apoya la evidencia descrita en la literatura sobre la
existencia de notables similitudes entre la sinapsis inmunolédgica y la sinapsis neuronal

. . 345
tanto a nivel molecular como funcional.

PCLP1 comparte ciertas caracteristicas con
la agrina y CD47, incluyendo la expresion de estas moléculas en ambos tipos de
sinapsis y su sobreexpresion en gran variedad de tumores, donde intervienen en la
adhesién celular, migracion e invasién, promoviendo la progresién tumoral.>*®
Asimismo, con el fin de limitar la inflamacién del sistema nervioso central, las
neuronas regulan negativamente el sistema inmunitario a través de la interaccién de
glucoproteinas de membrana, entre las que destacan CD200, NCAM, CD22 vy la
mencionada CD47, con sus ligandos expresados en células inmunitarias. Por lo tanto,
PCLP1 expresada en células neuronales podria compartir con PCLP1 expresada en
células tumorales la capacidad de inhibir la respuesta inmunitaria, suprimiendo de ese

. . . 347-349
modo la neuroinflamacion.

2.2. PCLP1 expresada en células tumorales inhibe la proliferacion de

linfocitos T

Las sialoglucoproteinas presentan la capacidad de modular la activacién,

polarizacion y maduracién linfocitarias, dificultando el inicio de las respuestas

350-352

antitumorales mediadas por estas células. Concretamente, la expresion de GD1A

en ciertos canceres, causa un deficiente desarrollo de linfocitos Th y promueve la

238,239

diferenciacion a Tregs. Asimismo, se ha descrito que las mucinas de la familia
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MUC ejercen un efecto inhibidor sobre la respuesta antitumoral al interaccionar con

353,354

su ligando Siglec expresado en linfocitos T, células NK y DCs. Otras proteinas

expresadas en varios tipos de tumores, como CD30, poseen la capacidad de inhibir la

. .y . . . . . 355
proliferacion de linfocitos T resultando en una respuesta antitumoral inefectiva.™ D

e
manera similar, nuestros resultados demuestran que la expresion de PCLP1 en células
de cancer de mama disminuye la proliferacién de los linfocitos Th (CD4") y CTLs (CD8")
inducida por agonistas, sin reducir la respuesta proliferativa de las células NK. En
concordancia con esta observacidn, un trabajo reciente sugiere que PCLP1 expresada
en células progenitoras cardiacas ejerce su actividad inmunoreguladora a través de la
reduccién de la proliferacion de los linfocitos T.*’ La proliferacion linfocitaria es
determinante en el desarrollo de la respuesta antitumoral. Varios estudios sugieren
que la proliferacién de linfocitos T CD8" es un factor a tener en cuenta en el
prondstico de pacientes con malignidades toracicas>® y el desarrollo de linfocitos T
especificos de tumor se relaciona de manera positiva con la supervivencia en

357,358

pacientes con melanoma metastasico. En pacientes con cancer ovadrico,

colorectal y esofagico el infiltrado de linfocitos T CD8" se asocia con un mejor

T 359-361
prondstico.

Por el contrario, el infiltrado de la subpoblacién de linfocitos T CD4" Treg puede

243,244,362,363
El balance

predecir un peor desarrollo del cancer en pacientes con cancer.
entre la activacion de linfocitos T efectores y el desarrollo de linfocitos T supresores
como Tregs determina en cierta medida la capacidad del tumor de evadir la
inmunovigilancia y constituye un factor a tener en cuenta en el desarrollo de terapias
inmunolégicas frente a tumores. De hecho, varios estudios actuales se centran en el
bloqueo de la expresion del gen FOXP3 en inmunoterapia con el objetivo de disminuir
el desarrollo de esta subpoblacién celular. Nuestros resultados, sin embargo,
muestran que la expresion de PCLP1 en las células tumorales de cancer de mama no
induce la generacién de Tregs a partir de linfocitos CD4", debido quizas a la ausencia
de activacion de las vias de sefializacion requeridas para el desarrollo de las Tregs en

respuesta a la interaccion de PCLP1 con su supuesto ligando expresado en la

superficie de los linfocitos T.
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Por ultimo, numerosos estudios describen la existencia de moléculas tumorales
con capacidad para inhibir la maduracion de las células dendriticas, como los

239,249,250,364-369 . T . .,
T En cambio, el andlisis de la induccion de marcadores de

sialoglucanos.
maduracién en respuesta a la estimulaciéon con LPS mostrado en nuestro trabajo
revela que PCLP1 expresada en células tumorales no impide la maduracién de las DCs,
lo cual podria explicarse por la ausencia de selectina L u otros potenciales ligandos de

PCLP1 en este tipo celular.

3. La expresion de PCLP1 es inducida por TGF-B1 e IL-4

En este trabajo hemos demostrado que la expresion de PCLP1 en células de
cancer de mama se encuentra regulada positivamente por las citocinas TGF-B1 e IL-4
en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231. Estos resultados se
relacionan con estudios previos que describen un aumento de ARNm de PCLP1 en
respuesta a TGF-B1 en células MDA-MB-231°"° y un aumento de la forma proteica en
células A459 de adenocarcinoma de pulmén.75 Asimismo, PCLP1 se encuentra
sobreregulada en la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) inducida por TGF-B en
células A549. La EMT es un proceso de diferenciacién que ocurre durante el desarrollo
y la invasidon tumorales caracterizado por la pérdida de la polarizacién apical-basal de
las células epiteliales, lo que genera un fenotipo mesenquimal y un comportamiento
invasivo y migratorio.”® Durante este proceso, las células pierden sus contactos
intercelulares mediados por proteinas como E-cadherina, desmoplaquina y ZO-1 vy
aumentan la expresion de marcadores mesenquimales como N-cadherina, vimentina
y B-catenina nuclear.’”* Estudios de silenciamiento demuestran que PCLP1, a pesar de
su incapacidad para iniciar la EMT por si misma, constituye una proteina

372-374

determinante en el proceso iniciado por TGF-B. Ademas, niveles elevados de

TGF-B1 en pacientes con cancer se han asociado con una inhibicién sistémica de la
funcion inmunitaria, incluyendo la respuesta citotoxica de células NK.'9%%**
Concretamente, trabajos in vitro han demostrado que la evasién tumoral a la

actividad de las células NK mediada por TGF-B1 ocurre de forma dependiente de
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233 . . . . . .
contacto.”” Por tanto, es posible que esta citocina altere la respuesta inmunitaria a

través de la induccion de la expresidon de PCLP1 en las células tumorales.

Mediante el uso de inhibidores especificos, en nuestro estudio demostramos
que TGF-B1 induce la expresién de PCLP1 en las células MDA-MB-231 a través de la
cascada de sefializacion JAK/STAT y MEK/ERK, mientras que IL-4 aumenta dicha
expresion tras la activacion de las rutas MEK/ERK. Diversos estudios sugieren que la
vias de sefializacién intracelular ERK1/2 se encuentra implicada en la invasividad

266

tumoral inducida por TGF-B1 en células de cdncer de mama.”> Asimismo, un estudio

reciente en células de cancer de pulmén apunta a la ruta JAK/STAT como la via de

375

sefalizacidén que participa en la induccién de EMT por TGF-B1.>"> Por otro lado, varios

estudios ponen de manifiesto la importancia de la activacién de la ruta ERK en la

. .y . 274,282
proliferacion tumoral mediada por IL-4.°™

Estas observaciones sugieren que las
citocinas IL-4 y TGF-B1 podrian ejercer su funcidon protumoral a través de la induccién

de PCLP1 en células de cancer de mama.

4. Consideraciones finales

Los resultados de este trabajo muestran por primera vez la expresién de PCLP1
en DCs y su participacidn en el mantenimiento del fenotipo inmaduro. Ademas, PCLP1
expresada en células de cdncer de mama modula negativamente la respuesta
inmunitaria mediada por células NK y el desarrollo de linfocitos T. El efecto de PCLP1
ejercido sobre la respuesta inmunitaria podria explicar en parte la agresividad y
malignidad de los tumores mamarios con alta expresién de PCLP1. La Figura 38
muestra una representacién esquematica de la posible funcién de PCLP1 en el

micrombiente tumoral.
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Figura 38. Modelo de la posible funcion de PCLP1 en el microambiente tumoral. Por un lado, la expresion
de PCLP1 en DCs impide su maduracién, lo que podria alterar su interaccion con linfocitos T y células NK
(1). Por otro lado, la expresidon de PCLP1 en células tumorales inhibe la proliferacion de linfocitos T (2) e
induce resistencia a la actividad citotéxica de las células NK (3). Ademas, la transferencia de PCLP1 podria
regular la actividad de las células NK (4).

105



Discusion

A pesar del significativo progreso en la terapia contra el cancer mediante
abordajes convencionales como la cirugia, la quimioterapia y la radiacidn, la tasa
general de supervivencia de los pacientes no ha mejorado sustancialmente durante la
ultima década. Actualmente se ha logrado un significativo progreso en el desarrollo
de terapias inmunoldgicas que inhiben la progresion tumoral y previenen la
metadstasis del cancer de mama. Aunque los recientes avances en el desarrollo de
vacunas e inmunoterapias basadas en células inmunitarias parecen prometedores, la
evasion tumoral de la vigilancia inmunoldgica supone un enorme obstaculo para la
erradicacion del cancer de mama. La identificacién de moléculas responsables de la
evasion y la tolerancia tumoral facilitaria el desarrollo de terapias que estimulen el
sistema inmunitario y bloqueen la inmunosupresidn, combinadas con los tratamientos
convencionales. Dado que PCLP1 también se expresa en células normales, los
anticuerpos frente a esta proteina podrian resultar inapropiados como agentes
terapéuticos para el tratamiento del cancer de mama por su toxicidad. No obstante, la
expresion de glucoformas de PCLP1 especificas de tumor hace factible el desarrollo de
anticuerpos que bloqueen la inmunosupresion y metastasis mediadas por PCLP1 a la
vez que eviten la aparicion de efectos secundarios autoinmunes. En este sentido, un
trabajo publicado recientemente describe el desarrollo de un anticuerpo frente a
PCLP1 especifica de tumores. Este anticuerpo es capaz de inhibir el crecimiento y la
progresidn metatasica de células tumorales de cancer de mama humano sin causar
toxicidad en un ensayo preclinico realizado en ratones. Estos resultados sugieren que
su uso en humanos podria prevenir el desarrollo de tumores que expresan PCLP1.
Pese a que se requieren ensayos y determinaciones exhaustivas, la inhibicién
tumoral.® Por otro lado, al igual que proponen varios estudios, la evaluacién de la
expresion de esta proteina en carcinomas mamarios podria proporcionar un rapido

diagndstico y un marcador prondstico en pacientes de cancer de mama.
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Conclusiones

1. PCLP1 se expresa tanto en DCs mieloides como en DCs inmaduras derivadas de
monocitos, donde se localiza en las protrusiones de membrana del polo posterior

durante el proceso de migracién celular.

2. PCLP1 participa en el mantenimiento del fenotipo inmaduro de DCs derivadas de

monocitos.

3. Las células tumorales con altos niveles de expresion de PCLP1 exhiben mayor

resistencia a la citotoxicidad mediada por células NK.

4. PCLP1 expresada en las células tumorales inhibe la expresion de receptores

activadores en la superficie de las células NK de forma dependiente de contacto.

5. La sobreexpresién de PCLP1 en células tumorales induce un aumento de expresion

de moléculas HLA-ABC y una disminucién de MIC-AB y Fas en su superficie.

6. Durante la interaccién entre las células NK y las células tumorales, PCLP1 se localiza

en la sinapsis inmunoldgica y es transferida a la célula efectora mediante trogocitosis.

7. En células tumorales la sobreexpresion de PCLP1 inhibe la proliferacién de

linfocitos T CD4" y CD8" inducida por agonistas.

8. Las citocinas TGF-B1 e IL-4 regulan positivamente la expresién de PCLP1 en células

de cancer de mama.
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Podocalyxin-like protein 1 (PCLP1), a CD34-related sialomucin involved in the regulation of cellular mor-
phology and adhesion, is expressed by a number of normal cells and various tumor cells. In breast
malignancies PCLP1 overexpression has been associated with the most aggressive, metastatic cancers
and poor prognosis. These observations suggest that PCLP1 expression could provide a mechanism to
evade the immune response, thereby promoting metastatic progression of cancer. In the present work,
we aimed to determine the effect of PCLP1 overexpressed in MCF7 breast cancer cells on natural killer
(NK) cell cytotoxicity, dendritic cell maturation, and agonist-induced T cell proliferation. The results showed
that PCLP1 expressed in MCF7 breast cancer cells confers resistance to NK cell-mediated cytolysis and
impairs T cell proliferation. Furthermore, PCLP1 decreased the levels of NK cell activating receptors NKG2D,
NKp30, NKp44, NKp46, DNAM-1, and CD16 on cell surface in a contact-dependent manner. Moreover,
NK cells acquired PCLP1 from MCF7 cells by a process known as trogocytosis. These data reveal a new
function of PCLP1 expressed on tumor cells as an immunomodulatory molecule, which may represent a

mechanism to evade the immune response.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Introduction

Breast cancer is the most common cancer in women. The pre-
dominant cause of patient’s death is the metastatic spread to distant
organs which represents the primary challenge for cancer treat-
ment. Immune system plays a crucial role in restricting breast tumor
growth and metastasis, particularly due to the antitumor cytotox-
icity of cytotoxic T lymphocytes (CTLs) and NK cells [1]. Dendritic
cells also exert an essential function in antitumor immune re-
sponse through their ability to act as potent antigen-presenting cells
[2]. NK cells are CD56°CD3" lymphocytes of the innate immunity
with the capacity to elicit direct cellular cytotoxicity against tumor
and virus-infected cells without prior antigen stimulation. NK cell

Abbreviations: 7-AAD, 7-aminoactinomycin D; ADCC, antibody-dependent cel-
lular cytotoxicity: CFSE, carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester; CMTMR,
4-chloromethy! benzoyl amino tetramethylrhodamine; CTL, cytotoxic T lympho-
cyte; EMT, epithelial-mesenchymal transition; IFN-y, interferon-y; NK cell, natural
killer cell; mAb, monoclonal antibody; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells;
PCLP1, podocalyxin-like protein 1; rhGM-CSF, recombinant human granulocyte-
‘macrophage colony-stimulating factor; rhiL-2, recombinant human interleukin-2;
TGF-B1, tumor growth factor-B1; TNF-c, tumor necrosis factor-o.

* Corresponding author. Tel.: +34 94 600 6144; fax: +34 94 600 6014.

E-mail address: slarrucea@osakidetza.net (S. Larrucea).

http://dx.doi.org/10.1016/j.canlet.2015.06.029
0304-3835/© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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cytolytic activity is regulated by a balance of signals delivered by
inhibitory and activating receptors that interact with ligands vari-
ably expressed on target cells [3]. Once activated, NK cells are able
to kill target cells via multiple effector mechanisms. These encom-
pass the exocytosis of cytotoxic granules containing perforin and
granzymes that trigger tumor-cell apoptosis, death receptor-
mediated apoptosis, secretion of various inflammatory cytokines and
chemokines, and antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)
mediated by the NK cell receptor CD16/FcyRllla [4].

However, breast tumors have developed various mechanisms to
evade the immune system in order to progress and metastasize.
These mechanisms include the prevention of the recognition and
destruction by cytotoxic immune cells, impairment of regulatory
T cell infiltration, and inhibition of lymphocyte proliferation and den-
dritic cell differentiation [5,6]. Breast tumor cells escape from
immune cell-mediated lysis by altering the levels of activating and
inhibitory receptors on cytotoxic cells and their ligands on tumor
cells, avoiding the recognition and destruction of malignant cells
[7,8]. NK cells from patients with metastatic breast cancer exhibit
areduced expression of activating receptors such as NKp30, NKG2D,
DNAM-1, and CD16 and an altered cytotoxic function. Other mecha-
nisms to avoid immune cell cytotoxicity include tumor cell resistance
to death though the modulation of molecules involved in apopto-
sis and the expression of immune inhibitory ligands such as B7-
H1 (PD-L1), HLA-E, HLA-G, and CD200 [9-11].
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PCLP1 is a cell surface glycoprotein belonging to the CD34 family
of sialomucins, expressed by a number of normal cell types and
whose up-regulation has been correlated with a more aggressive
phenotype and unfavorable prognosis in numerous types of cancer,
including breast, colorectal, prostate, bladder, ovarian cancer, renal
carcinoma, and oral squamous cell carcinoma [12-20]. This obser-
vation suggests the possibility that PCLP1 expression may confer
a mechanism for immune evasion to tumor cells and thereby
promote the progression of metastatic cancer.

The purpose of the research reported in this study was to assess
the effect of PCLP1 expression on the function of immune system
cells in breast tumor cells. This work shows that PCLP1 expressed
on breast cancer cells impairs NK cell-mediated killing and agonist-
induced T cell proliferation. These results indicate that PCLP1
contributes to tumor escape from NK cell-mediated lysis in breast
cancer cells, revealing a role of PCLP1 as an immunomodulatory mol-
ecule in cancer.

Materials and methods
Cell lines and primary cells

Human breast cancer cell lines MCF7 and MDA-MB-231 were obtained from Amer-
ican Type Culture Collection (ATCC) and cultured in Dulbecco’s Modified Eagles’
medium (Gibco®, Life Technologies, Madrid, Spain) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS). Human blood was used with the approval of the ethical com-
mittee of the hospital and conforms to the ethical guidelines of the Declaration of
Helsinki. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density

MCF7-GFP

MCF7-PCLP1-GFP

= MCF7-PCLP1-GFP
Bl MCF7-PCLP1-GFP + NK cell

Cell counts

R &
' \‘*."

PCPL1-GFP (MFI) 12"8\ &
i N
E s

&

gradient centrifugation over Ficoll-Hypague (Lymphoprep™, Axis-Shield, Norway).
NK cells and monocytes were isolated from PBMCs by negative selection using
antibody-coated bead separation kit (Dynabeads®, Invitrogen, Life Technologies,
Madrid, Spain) in accordance with the manufacturer’s instructions and cultured in
RPMI-1640 GlutaMAX™ medium (Invitrogen) supplemented with 10% FBS. For the
generation of immature monocyte-derived dendritic cells, monocytes were cul-
tured for 5 or 6 days in complete RPMI medium containing 400 U/mL rhIL-4 and
800 U/mL rhGM-CSF (Prepotech, NJ, USA).

Generation of stable transfected cells

MCF7 cells were electrotransfected with hPCLP1 coding sequence subcloned into
PEGFP-N1 eukaryotic expression vector (a gift from Dr. R. Parrilla, CIB-CSIC) using
‘Amaxa electroporation system (Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V, Lonza, Basel,
Switzerland), as indicated by the manufacturer. Cells were selected to stably express
the indicated vector with geneticin (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) at a final con-
centration of 800 pg/mL. Control cells were obtained by transfection with the empty
plasmid. Protein expression was confirmed by flow cytometry, western blotting, and
fluorescence microscopy.

Flow cytometric assays

Cell staining

Cells were incubated with specific monoclonal antibodies (mAbs) (Table 51) for
30 min at 4 °C, fixed, and acquired on a Cytomics FC500 or Tetra Navios (Beckman
Coulter, Barcelona, Spain). Flow]o Software (Tree Star, Ashland, OR, USA) or CXP anal-
ysis software was used for data analysis. Isotype-mached control antibodies were
used to evaluate nonspecific binding. Dead cells were excluded based upon 7-AAD
staining (BD-ViaProbe™). Data are expressed as median fluorescence intensity (MFI)
or the proportion of positive cells corrected for nonspecific staining using fluores-
cence minus one (FMOQ) and isotype controls.
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Fig. 1. PCLP1 expression on tumor cells decreases NK cell-mediated lysis. (A) GFP or PCLP1-GFP detection on MCF7 cell line transfected with pEGFP or pEGFP-PCLP1, respec-
tively, by fluorescence microscopy (upper panels). PCLP1 expression detected with an anti-PCLP1 mAb by western blotting using GAPDH as protein loading control (lower panels).
(B) The cytotoxic activity of NK to MCF7 or MCF7-PCLP1 cells was measured as percentage of dead cells at the indicated E:T ratios (2:1 and 3:1) at 4 h. The figure shows the
results obtained from five independent experiments performed on different days using NK cells from five different donors. (C) Flow cytometry analysis of PCLP1-GFP expres-
sion on the surviving population (dark green) compared to NK cell-untreated MCF7-PCLP1 cells (light green). Autofluorescence of untransfected MCF7 cells is shown in gray.
The graph bar represents the MFI of PCLP1 positive cells of seven independent experiments. (D) MCF7-PCLP1 (black) or MCF7 (gray) cells were co-cultured with CMTMR-
labeled NK cells at a 3:1 E:T ratio. The graphic illustrates the percentage of conjugated tumor cells (CMTMR*GFP*). Statistical analysis of three to five independent experiments
was performed using two-tailed paired T-Student test. *P < 0.05. **P < 0.01. ***P < 0.001. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)
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Assessment of NK-cell cytotoxicity

NK cells cultured in the presence of 200 U/mL rhiL-2 for 4 days were mixed with
MCF7 cells at an effector:target (E:T) ratio of 3:1 or 2:1 for 4 h at 37 °C. Spontane-
ous cell death was determined by analyzing a sample containing only target cells
and 7-AAD. Data are presented as the percentage of specific killing, calculated using
the formula: % specific lysis =[(% lysis of target cell - % spontaneous cell death)/
(100% — % spontaneous cell death)] x 100.

Conjugate-forming assay

NK cells were labeled with 10 pM CMTMR and mixed with target cells at an E:T
ratio of 3:1. Then, the cell mixture was centrifuged at 200 g for 1 min in order to
facilitate immediate cell contact and then incubated for different time points at 37 °C,
fixed and analyzed by flow cytometry. The percentage of conjugates was calcu-
lated as the number of cell clusters simultaneously positive in green (GFP) and red
(CMTMR).

CD107a degranulation assay

To determine CD107a expression on NK cells, 0.4 puL of BD GolgiStop™ (con-
taining monensin) (BD Biosciences, San Jose, USA) was added to 500 uL of NK cell-
tumor cell mixture at an E:T ratio of 2:1 or 3:1 after 1 hour of co-incubation and 2
hours later PE-conjugated anti-CD107a mAb was added for additional 2 hours. Finally,
cells were stained with APC-H7-CD45 mAb and 7-AAD.

Intracellular cytokine determination

The measurement of intracellular cytokine was performed as previously de-
scribed with minor modifications [21]. Briefly, NK cells were incubated with target
cells at an E:T ratio of 2:1 or 3:1 for a total period of 4-6 hours. Two hours before
the end of the incubation period, BD GolgiStop™ and PE-conjugated anti-CD107a
mAb were added to cell mixture. Then, cells were stained with FITC-CD56 mAb,

APC-H7-CD45 mAb, and 7-AAD, followed by intracellular staining with anti-
human Vio770™-IFN-y and APC-TNF-¢. mAbs.

Cell proliferation assay

T cell and NK cell proliferation was evaluated by carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester (CFSE) dilution method. To analyze T cell proliferation, CFSE-
labeled PBMCs were co-cultured with mitomycin C-treated MCF7 transfected cells
in 96-well plate at an E:T ratio of 2:1 with 10 pg/mL phytohemagglutinin (PHA) for
4 days. To determine NK cell proliferation, PBMCs were cultured for 6 days in the
presence of 1000 U/mL rhIL-2 and then co-cultured with mitomycin C-treated MCF7
cells at a ratio of 2:1 for 24 additional hours. Finally, T cells and NK cells were stained
with the indicated antibodies for flow cytometry analysis.

Western blotting

Cells were lysed and equal amounts of total protein (5 ug/lane) were resolved
on 4%-12% SDS-PAGE gel and transferred to PVDF membrane. After blocking with
1% BSA, the membranes were incubated overnight at 4 °C with anti-podecalyxin mAb
(3D3, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) at 1:200 dilution followed
by a secondary goat anti-mouse IgG (H+L)-HRP-conjugated antibody (Bio-Rad, Cal-
ifornia, USA) at 1:5000 dilution for 1 h at room temperature. Immunoreactive proteins
were detected using enhanced chemiluminescence and Gene Snap imaging system
(Syngene, Cambridge, UK).

Fluorescescence microscopy
NK cells and MCF7 cells were mixed at a 3:1 E:T ratio and centrifuged at 200 g

for 1 min. Subsequently, cells were adhered on poly-L-lysine-coated glass slides for
different time points at 37 °C, fixed with 3.7% paraformaldehyde and stained with
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Fig. 2. Effect of PCLP1 on the expression of NK cell receptors. Median fluorescence intensity (MFI) of receptor expression on activated NK cells after cultured with MCF7
cells overexpressing PCLP1 in the absence (A) or presence (B) of transwells was determined by flow cytometry. Transwell studies were performed using Transwell culture
system with a 0.4-um-pore semipermeable membrane. MCF7 cells were plated in the lower chamber of a 24-well plate and NK cells were added to the upper chamber, and
cultured for the indicated time. (C) A representative histogram of receptor expression on NK cells cultured with MCF7-PCLP1 (black line) or with MCF7 control (gray line)
is shown. Filled gray profiles represent isotype controls. NK cells were gated based on forward and side-scatter properties and CD45*CD567 staining. Data were normalized
according to their controls. Statistical analysis was performed using T-Student test, except for NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, and DNAM-1 expression analysis shown in
(B). where the nonparametric Wilcoxon test was used. *P < 0.05. **P < 0.01. ***P <0.001.
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1/3000 DAPI. The fluorescence signals were captured using a TE 2000 inverted flu-
orescence microscope (Nikon) with NIS-software.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 3.0 Software (San Diego,
California, USA). Statistical significance was calculated by two-tailed, paired St-
udent’s t-test. P values lower than 0.05 were considered significantly different
(*, p=<0.05; **, p<0.01; ***, p <0.001). Wilcoxon test was used to compare nonpara-
metric data.

Results
PCLP1 increases tumor cell resistance to NK cell-mediated lysis

We first aimed to determine whether PCLP1 expressed on tumor
cells provides resistance to NK cell-mediated cytotoxicity by
overexpressing PCLP1 in MCF7 cell line. MCF7 cells, a breast cancer
cell line expressing low levels of endogenous PCLP1, were stably
transfected with pEFGP plasmid containing PCLP1 construct
(pEFGP-PCLP1) or empty plasmid as control. Positive cells express-
ing PCLP1-GFP or GFP were detected by fluorescence microscopy
and the expression of PCLP1 confirmed by western blotting anal-
ysis (Fig. 1A). For the sake of clarity, we will refer to MCF7-PCLP1-
GFP cells as MCF7-PCLP1 cells.

Next, we conducted cytotoxicity assays with MCF7-PCLP1 or MCF7
control cells as target cells and IL-2-activated NK cells as effector
cells at 2:1 or 3:1 E:T ratio. MCF7-PCLP1 exhibited reduced sus-
ceptibility to activated NK cell-mediated cytolysis in comparison to
MCF7 control cells at both ratios (Fig. 1B). Next, the surviving
MCF7-PCLP1 cells were analyzed for PCLP1 expression levels 24 hours
after cytotoxic assay. The MFI of PCLP1-GFP expression increased
significantly in MCF7-PCLP1 cells incubated in the presence of NK
cells compared to those cultured in the absence of NK cells (Fig. 1C),
which reveals a higher resistance to NK cell-mediated lysis of MCF7

cells expressing high levels of PCLP1 compared to those express-
ing lower levels.

To assess whether PCLP1 expressed on tumor cells modulates
the formation of effector and target cell conjugates, we co-incubated
MCF7-PCLP1 cells or MCF7 control cells with CMTMR-labeled NK
cells for different times and analyzed the formation of cell aggre-
gates by flow cytometry. The results revealed no significant
differences between MCF7-PCLP1 and MCF7 control cells (Fig. 1D),
suggesting that PCLP1 expressed on tumor cell does not alter the
interaction between NK cells and tumor cells.

PCLP1 expressed on MCF7 breast cancer cells decreases the levels of
NK cell activating receptors

We then tested whether PCLP1 on tumor cells could modulate
the expression of the main NK cell activating receptors involved in
tumor cell killing. For this purpose, we co-cultured IL-2-activated
NK cells with MCF7-PCLP1 cells or MCF7 control cells and ana-
lyzed the expression of the activating receptors NKG2D, NKp30,
NKp44, NKp46, and DNAM-1 by flow cytometry. The results re-
vealed that the expression of all these receptors decreased when
NK cells were co-cultured with MCF7-PCLP1 cells compared to MCF7
control (Fig. 2A). We next analyzed the surface expression of other
molecules involved in NK cell-mediated cytotoxicity, including CD16
and the adhesion molecules CD11b and CD18. We found that the
expression of CD16 was significantly reduced, whereas the surface
levels of CD11b and CD18 remained unaltered (Fig. 2A).

To further evaluate whether the decreased expression of NK cell
activating receptors mediated by PCLP1 was due to soluble factors
or membrane-associated molecules, we performed aforemen-
tioned experiments using a semipermeable transwell system to avoid
the contact between tumor and NK cells. We found that PCLP1-
induced effect on the expression of NK cell receptors was completely
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Fig. 3. Expression of NK cell receptor ligands on MCF7 cells overexpressing PCLP1. (A) Flow cytometry analysis of NK cell receptor ligand expression on MCF7-PCLP1 cells
and MCF7 control cells. Data are expressed as MFI of the expression of NK cell receptor ligands on MCF7-PCLP1 cells relative to that observed on MCF7 control cells. (B) A
representative histogram of NK cell receptor ligand expression on MCF7 cells (gray line) and MCF7-PCLP1 cells (black line) is shown. Filled gray histograms represent isotype
controls. Data were normalized according to their controls. Statistical analysis of 4 to 8 experiments was performed using T-Student test. *P < 0.05.
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abrogated in the presence of a separating membrane (Fig. 2B and
Q).

Overall, these results revealed that PCLP1 expressed on MCF7
breast cancer cells partially inhibits the expression of NK cell ac-
tivating receptors NKG2D, DNAM-1, NKp30, NKp46, and CD16 on
cell surface through a cell-to-cell contact-dependent mechanism.

Expression of NK cell receptor ligands HLA-ABC and MICA/B is
regulated by PCLP1 expressed on MCF7 cells

Engagement of NKG2D activating receptor to major histocom-
patibility complex (MHC) class I chain-related molecules A and B
(MICA/B) or UL16-binding proteins (ULBPs) expressed on tumor cells
as well as the binding of DNAM-1 activating receptor to poliovirus
receptor (PVR) or Nectin-2 potentiates NK cell cytotoxicity and
cytokine production. On the contrary, the interaction of NK cell in-
hibitory receptors to classical MHC class [ molecules (HLA-ABC) on
target cells protects them from NK cell-mediated lysis. We evalu-
ated whether PCLP1 overexpression modulates NK cell receptor
ligands on MCF7 cells. PCLP1 overexpression increased the levels
of HLA-ABC on MCF7-PCLP1 cells compared to MCF7 control cells
(Fig. 3A and B). On the contrary, MICA/B expression was reduced
on MCF7 cells overexpressing PCLP1. These results demonstrate that
PCLP1 modulates the expression of HLA-ABC and MICA/B in MCF7
breast cancer cells.

PCLP1 expression has no effect on NK cell degranulation and cytokine
production

To evaluate whether the decreased cytotoxicity observed on NK
cell co-incubated with PCLP1-expressing target cells was due to a
deficient degranulation, we determined the surface expression of
the specific marker for degranulation CD107a. The results re-
vealed no significant differences in the percentage of degranulating
NK cells co-incubated with MCF7-PCLP1 cells compared to MCF7
control cells (Fig. 4). Then, we evaluated the level of cytokine pro-
duction by NK cells positive for CD107a. No differences could be
observed neither in I[FN-y or TNF-o: expression nor in the percent-
age of polyfunctional NK cells (positive for CD107, IFN-y and TNFe)
when incubated with MCF7-PCLP1 compared to control cells (Fig. 4).
These data demonstrate that PCLP1 expressed on MCF7 cells does
not regulate NK cell degranulation or cytokine production.

PCLPT localizes to the immunological synapse and is acquired by NK
cells

We next analyzed the distribution of PCLP1 in NK cell-tumor con-
jugates. Fluorescence microscopy analysis revealed that PCLP1 is
recruited to the cell-to-cell contact site formed between NK cells
and target cells, known as the immunological synapse (Fig. 5A). Fur-
thermore, we observed that NK cells displayed PCLP1 on their
surface, which demonstrated that NK cells acquired PCLP1 from
target cells.

To further analyze the process of PCLP1 transfer, activated NK
cells were co-incubated with MCF7-PCLP1 or MCF7 control cells for
1 hour and analyzed by flow cytometry. As depicted in Fig. 5B, NK
cells displayed PCLP1 when incubated with MCF7-PCLP1 cells.
However, no expression was observed on NK cells incubated with
MCF7 control cells. The presence of PCLP1 on NK cells could be ex-
plained by a mechanism of intercellular transfer of membrane
fragments and associated molecules from tumor cells to NK cells
known as trogocytosis. The trogocytic process must fulfill certain
requirements such as a dependency on cell contact between the
donor and acceptor cells and a fast kinetics [22]. Thus, to deter-
mine whether the presence of PCLP1 on NK cells was due to cell-
to-cell contact or to the uptake of membrane fragments present in
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Fig. 4. Degranulation and cytokine production in NK cells coincubated with MCF7-
PCLP1 cells. Percentage of CD107a expression and cytokine production on NK cells
in presence of MCF7 or MCF7-PCLP1 cells at the indicated E:T ratios (2:1 and 3:1).
CD56* NK lymphocytes were studied for the expression of surface CD107a or IFN-y
or/and TNF-o staining on CD107a positive NK cells. The mean = SD of six indepen-
dent experiments was performed using two-tailed paired T-Student test. *P < 0.05.

the cultured medium and derived from tumor cells, we per-
formed the previous experiment in the presence of a 0.4 um-pore
transwell membrane. The results showed that in the presence of a
separating membrane NK cells did not exhibit PCLP1 expression
(Fig. 5B). The kinetics of PCLP1 transfer showed that NK cells dis-
played PCLP1 as soon as 10 min of co-incubation with tumor cells,
reaching the maximum level at 1 hour and decreasing to almost
initial level at 8 h (Fig. 5C). Altogether, these results indicate that
PCLP1 displayed on tumor cells is acquired by NK cells through a
fast process dependent on cell-to-cell contact.

MCF7 overexpressing PCLP1 decreases T cell proliferation but does
not alter NK cell proliferation or dendritic cell maturation

Next, we sought to determine whether PCLP1 expressed on tumor
cells could inhibit lymphocyte proliferation in response to polyclonal
activators. For this purpose, CFSE-labeled PBMCs isolated from
healthy donors were cultured in the presence of MCF7-PCLP1 or
MCF7 control cells in medium containing PHA or IL-2. We ob-
served that the proliferative response of both CD3* CD4" T cells and
CD3* CD8" T cells to PHA stimulation was significantly reduced when
co-cultured with MCF7-PCLP1 cells compared with that observed
in the presence of MCF7 control (Fig. 6A). However, the results
showed no differences in NK cell proliferation (Fig. 6B). These results
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indicate that PCLP1 expressed on tumor cells significantly inhibits
lymphocyte proliferation and that this effect is exerted both on CD4"
T cells and CD8* T cells but not on NK cells.

We then aimed to examine the effect of PCLP1 expressed on
tumor cells on dendritic cell maturation. The results revealed that
surface expression levels of all the maturation markers known to
be up-regulated upon lipopolysaccharide-induced dendritic cell mat-
uration, including CD80, CD83, CD86, CD40, and MHC Class II, were
similar in dendritic cells co-cultured with MCF7-PCLP1 compared
to MCF7 control (Fig. S1).

PCLP1 expression on MCF7 and MDA-MB-231 cell lines increases
following stimulation with immunomodulatory cytokines

Immunomodulatory cytokines present in breast cancer microen-
vironment, such as IL-4 and TGF-1, have been shown to exert an

essential role in cancer progression and metastasis [23,24]. Previ-
ous studies have demonstrated that PCLP1 expression is up-
regulated in response to TGF-B1 in A540 lung cancer cells [25]. To
determine whether TGF-31 modulates PCLP1 expression in breast
tumor cells, we incubated MCF7 and MDA-MB-231 breast cancer
cells in the presence of increasing concentrations of TGF-p1 at dif-
ferent time points and analyzed PCLP1 expression by western
blotting. The results revealed that TGF-31 greatly induces PCLP1 ex-
pression in breast cancer cells in a time and concentration-dependent
manner (Fig. 7A). PCLP1 was also significantly up-regulated in
IL-4-treated tumor cells in a time-dependent manner (Fig. 7B).

Discussion

In the current study, we described a previously unidentified func-
tion of PCLP1 expressed on breast tumor cells as a molecule involved
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Fig. 6. Effect of PCLP1 expression on lymphocyte proliferation. PBMCs were stained with CFSE for cell proliferation analysis. (A) PBMCs stimulated with PHA were cultured
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(B) PBMCs were stimulated with IL-2 for 6 days and the last day cultured in the absence or presence of MCF7 or MCF7-PCLP1 cells for one more day. The percentage of
proliferating cells was measured in CD567CD16+ NK cells. The nonparametrical Wilcoxon test was used for statistical analysis.

in tumor evasion from the immune surveillance. Under in vitro con-
ditions, we demonstrated that PCLP1 overexpressed on breast tumor
cells decreases NK cell-mediated cytotoxicity and agonist-induced
lymphocyte proliferation pointing to a role of PCLP1 as a negative
regulator of the immune response in breast cancer.

Expression of PCLP1 in cardiac progenitor cells has been sug-
gested to modulate their immunoregulatory capacity by reducing
T-lymphocyte proliferation [26]. In agreement with this result, our
data demonstrate that PCLP1 expressed on breast tumor cells di-
minishes both CD4+ and CD8+T cell proliferation induced by agonist.
The inhibitory effect of the sialomucin PCLP1 on immune cells re-
sponse revealed in our study correlates with the observation that
sialoglycoproteins inhibit NK cell and T cell activity, influencing tumor
growth, immune evasion, immunoediting, and metastasis [27]. PCLP1
shares similarities with MUC16, a mucin overexpressed in tumor
cells that displays charged sialic acid and induces NK cell inhibi-
tion [28]. Our results show that NK cell-mediated lysis selects breast
tumor cells displaying higher expression of PCLP1, a molecule which
endows cells with enhanced ability to metastasize [26].
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It has been previously demonstrated that NK cells from breast
cancer patients display an impaired activity and diminished ex-
pression of the activating receptors NKG2D, NKp30, DNAM-1, and
CD16 due in part to the release of soluble factors such as TGF-1
and which correlates with disease progression [7]. Another study
revealed HLA, NKG2D, and DNAM1 as the most important recep-
tors mediating the recognition of breast tumor cells by NK cells [8].
Our results showed that PCLP1 on tumor cells down-regulates the
expression of NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, and DNAM-1 in a cell-
cell contact dependent manner. We also observed that PCLP1
expressed on tumor cells notably decreases CD16 expression on NK
cells. As CD16 is involved in antibody-dependent cell mediated cy-
totoxicity (ADCC), PCLP1 on breast tumor cells may potentially lead
to an impairment of NK cell-mediated ADCC. Tumor cells evade NK
cell recognition by up-regulating ligands for NK cell inhibitory re-
ceptors, such as HLA class I, or decreasing ligands for NK cell
activating receptors, including MICA and MICB. Our results show
that overexpression of PCLP1 in breast cancer cells leads to an
augmented expression of HLA class [ molecules on cell surface while
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decreasing MICA/B. In breast cancer patients, loss of MHC class |
molecules is an independent marker of good prognosis [29] and
NKG2D ligand expression results in beneficial outcome [30].

NK cell-mediated lysis requires direct contact between effector
and target cells, resulting in the formation of an immunological
synapse, an essential specialized structure which integrates signals
generated by activating and inhibitory receptors [31]. Our finding
that PCLP1 localizes at the immunological synapse correlates with
a previous study demonstrating PCLP1 localization in presynaptic
axon terminals in adult brain [32], supporting the evidence of strik-
ing similarities found in immune and neuronal synapses at both
molecular and functional levels [33]. PCLP1 expressed in neurons
might share with tumor PCLP1 the ability to abrogate immune re-
sponse thereby suppressing neuroinflammation.

Shortly after the formation of immunological synapse, the in-
teracting cells exchange membrane fragments and proteins at the
contact site through a process termed trogocytosis. Recently,
trogocytosis has been described as an important mechanism to
control immune responses by modifying the functional character-
istics of the acceptor cells [34]. For instance, HLA-G1 and m157 are
acquired by NK cells from tumor cells via trogocytosis and inhibit
NK cell-mediated cytotoxicity [35,36]. We demonstrated that PCLP1
expressed on tumor cells is transferred to NK cells through a process
that meets the requirements of trogocytosis. Although we have not
identified the ligand on NK cells involved in PCLP1 transfer, it is
tempting to hypothesize that L-selectin, which is the only known
PCLP-ligand expressed on a subset of NK cells [37,38], could par-
ticipate in this process.

Unexpectedly, although our results revealed a decrease in NK cell
activating receptors induced by PCLP1-expressing tumor cells, we
did not detect a reduction in NK cell degranulation. One possible
explanation could be that NK cell activating receptors might be coun-
terbalanced by a decrease in the expression of inhibitory receptor
expression, eventually resulting in a normal degranulation. The in-
creased resistance to NK cell killing mediated by PCLP1 in the context
of an intact lytic granule exocytosis could rely on the intrinsic re-
sistance of PCLP1-expressing cells to death. In this regard, it has been
reported that tumor variants from non-small-cell lung carcinoma
resistant to CTL-mediated killing present normal degranulation as
well as granzyme B and perforin expression [39]. The authors dem-
onstrate that morphological change due to alteration of actin
polymerization and content induced by scinderin and ephrin-A1l
overexpression can be used by tumor cells as a strategy to promote
their resistance to CTL-induced killing cytotoxicity though the for-
mation of an inefficient lytic synapse in spite of a normal formation
of effector-target conjugates. Recruitment of filamentous actin at
the immunological synapse is necessary for the cytotoxic activity
of NK cells [40]. It has been reported that PCLP1 plays a critical role
in actin organization through the induction of Rac1/Cdc42/cortactin
signaling pathway in MCF7 and MDA-MB-231 breast cancer cells
[41]. Hence, PCLP1 might induce cell resistance to NK cell-mediated
cytotoxicity through the regulation of actin dynamics. Additional-
ly, PCLP1 expression in breast cancer cells could inhibit death
receptor-induced cytotoxicity through a defective death-receptor
signaling or by increasing the activation of signaling pathways in-
volved in cell resistance to death-inducing stimuli such as the
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mitogen activated protein kinase (MAPK) and phosphoinositide
3-kinase (PI3K) pathways. Consistent with this assumption, PCLP1
increases the activity of MAPK and PI3K pathways [42], which ac-
tivation has been demonstrated to inhibit TRAIL-induced cell death
in MCF7 cells [43]. The mechanism accounting for breast tumor cell
resistance to NK cell-mediated cytotoxicity mediated by PCLP1 is
currently under investigation in our laboratory.

Tumor cells as well as tumor-infiltrating lymphocytes, includ-
ing T cells and NK cells, expressed immunomodulatory cytokines,
such as IL-4 and TGF-f, which in turn induce the expression of mol-
ecules involved in tumor progression and immune evasion [23,24].
The impairment of NK cell function in breast cancer has been par-
tially attributed to TGF-B1 [7]. Our results demonstrate that PCLP1
expression is significantly up-regulated in breast cancer cells in re-
sponse to IL-4 and TGF-, in agreement with a previous study
showing an increment of PCLP1 mRNA induced by TGF-31 in MDA-
MB-231 cells [44]. An augmentation in PCLP1 levels by TGF-B1
treatment has also been described in lung adenocarcinoma A450
cells [25]. These observations suggest that IL-4 and TGF-$1 could
indirectly decrease the immune response by enhancing the expres-
sion of PCLP1 on tumor cells.

Collectively, these studies uncovered a previously unrecog-
nized function of PCLP1 expressed on tumor cells as an
immunomodulatory molecule, thereby providing knowledge about
its significance in cancer progression. Identification of this new mech-
anism of immune evasion may have implications for the
development of PCLP1 antagonist which, in combination with other
therapeutic agents, might improve the clinical outcome in pa-
tients with breast cancer.

Acknowledgements

This work was supported by grants BIO11/CM/007 from EITB
Maratoia-BIOEF (Basque Foundation for Health Innovation and Re-
search) and PI08-1112 from the Fondo de Investigaciones Sanitarias-
Instituto de Salud Carlos III

Conflict of interest

None.

Appendix: Supplementary material

Supplementary data to this article can be found online at
doi:10.1016/j.canlet.2015.06.029.

References

[1] C.Y. Slaney, ]. Rautela, B.S. Parker, The emerging role of immunosurveillance
in dictating metastatic spread in breast cancer, Cancer Res. 73 (2013) 5852—
5857.

[2] A. Pinzon-Charry, T. Maxwell, ] A. Lopez, Dendritic cell dysfunction in cancer:
a mechanism for immunosuppression, Immunol. Cell Biol. 83 (2005) 451-461.

[3] L.L Lanier, NK cell recognition, Annu. Rev. Immunol. 23 (2005) 225-274.

[4] M. Cheng, Y. Chen, W. Xiao, R. Sun, Z. Tian, NK cell-based immunotherapy for
malignant diseases, Cell. Mol. Immunol. 10 (2013) 230-252.

[5] X.Jiang, D.J. Shapiro, The immune system and inflammation in breast cancer,
Mol. Cell. Endocrinol. 382 (2014) 673-682.

[6] C. Kichler-Lakomy, A.C. Budinsky, R. Wolfram, M. Hellan, C. Wiltschke, T.
Brodowicz, et al., Deficiencies in phenotype expression and function of dendritic
cells from patients with early breast cancer, Eur. ]. Med. Res. 11 (2006) 7-12.

[7] E. Mamessier, A. Sylvain, M.L. Thibult, G. Houvenaeghel, ]. Jacquemier, R.
Castellano, et al., Human breast cancer cells enhance self tolerance by promoting
evasion from NK cell antitumor immunity, J. Clin. Invest. 121 (2011) 3609-3622.

[8] E.Mamessier, A. Sylvain, F. Bertucci, R. Castellano, P. Finetti, G. Houvenaeghel,
et al., Human breast tumor cells induce self-tolerance mechanisms to avoid
NKG2D-mediated and DNAM-mediated NK cell recognition, Cancer Res. 71
(2011) 6621-6632.

[9] M. Janakiram, Y.M. Abadi, J.A. Sparano, X. Zang, T cell coinhibition and
immunotherapy in human breast cancer, Discov. Med. 14 (2012) 229-236.

144

[10] E.M. de Kruijf, A. Sajet, ].G. van Nes, R. Natanov, H. Putter, V.T. Smit, et al., HLA-E
and HLA-G expression in classical HLA class I-negative tumors is of prognostic
value for clinical outcome of early breast cancer patients, J. Inmunol. 185 (2010)
7452-7459.

[11] R.M. Gorczynski, Z. Chen, J. Diao, [. Khatri, K. Wong, K. Yu, et al., Breast cancer
cell CD200 expression regulates immune response to EMT6 tumor cells in mice,
Breast Cancer Res. Treat. 123 (2010) 405-415.

[12] ].S. Nielsen, K.M. McNagny, The role of podocalyxin in health and disease, .
Am. Soc. Nephrol. 20 (2009) 1669-1676.

[13] A.Somasiri, J.S. Nielsen, N. Makretsov, M.L. McCoy, L. Prentice, C.B. Gilks, et al.,
Overexpression of the anti-adhesin podocalyxin is an independent predictor
of breast cancer progression, Cancer Res. 64 (2004) 5068-5073.

[14] D. Kerjaschki, D.J. Sharkey, M.G. Farquhar, Identification and characterization
of podocalyxin-the major sialoprotein of the renal glomerular epithelial cell,
J. Cell Biol. 98 (1984) 1591-1596.

[15] A. Larsson, M.E. Johansson, S. Wangefjord, A. Gaber, B. Nodin, P. Kucharzewska,
et al., Overexpression of podocalyxin-like protein is an independent factor of
poor prognosis in colorectal cancer, Br. . Cancer 105 (2011) 666-672.

[16] G. Casey, PJ. Neville, X. Liu, S.J. Plummer, M.S. Cicek, L M. Krumroy, et al.,
Podocalyxin variants and risk of prostate cancer and tumor aggressiveness, Hum.
Mol. Genet. 15 (2006) 735-741.

[17] K.Boman, A.H. Larsson, U. Segersten, E. Kuteeva, H. Johannesson, B. Nodin, et al.,
Membranous expression of podocalyxin-like protein is an independent factor
of poor prognosis in urothelial bladder cancer, Br. J. Cancer 108 (2013)
2321-2328.

[18] J.A. Cipollone, M.L. Graves, M. Kobel, S.E. Kalloger, T. Poon, C.B. Gilks, et al., The
anti-adhesive mucin podocalyxin may help initiate the transperitoneal
metastasis of high grade serous ovarian carcinoma, Clin. Exp. Metastasis 29
(2012) 239-252.

[19] Y.H.Hsu, W.L Lin, Y.T. Hou, Y.S. Pu, CT. Shun, C.L. Chen, et al., Podocalyxin EBP50
ezrin molecular complex enhances the metastatic potential of renal cell
carcinoma through recruiting Rac1 guanine nucleotide exchange factor
ARHGEF7, Am. ]. Pathol. 176 (2010) 3050-3061.

[20] C.W. Lin, M.S. Sun, H.C. Wu, Podocalyxin-like 1 is associated with tumor
aggressiveness and metastatic gene expression in human oral squamous cell
carcinoma, Int. J. Oncol. 45 (2014) 710-718.

[21] V.R.Simhadri, ].L. Mariano, O. Zenarruzabeitia, C.M. Seroogy, S.M. Holland, H.S.
Kuehn, et al., Intact IL-12 signaling is necessary for the generation of human
natural killer cells with enhanced effector function after restimulation, J. Allergy
Clin. Immunol. 134 (2014) 1190-1193, e1191.

[22] J. LeMaoult, J. Caumartin, M. Daouya, B. Favier, S. Le Rond, A. Gonzalez, et al.,
Immune regulation by pretenders: cell-to-cell transfers of HLA-G make effector
T cells act as regulatory cells, Blood 109 (2007) 2040-2048.

[23] MA. Hallett, K.T. Venmar, B. Fingleton, Cytokine stimulation of epithelial cancer
cells: the similar and divergent functions of IL-4 and IL-13, Cancer Res. 72 (2012)
6338-6343.

[24] ML.H. Barcellos-Hoff, RJ. Akhurst, Transforming growth factor-beta in breast
cancer: too much, too late, Breast Cancer Res. 11 (2009) 202.

[25] X.Meng, P. Ezzati, ] A. Wilkins, Requirement of podocalyxin in TGF-beta induced
epithelial mesenchymal transition, PLoS ONE 6 (2011) e18715.

[26] 1. Moscoso, N. Tejados, O. Barreiro, P. Sepulveda, A. Izarra, E. Calvo, et al.,
Podocalyxin-like protein 1 is a relevant marker for human c-kit cardiac stem
cells, ]. Tissue Eng. Regen. Med. (2013) doi: 10.1002/term.1795.

[27] C. Bull, MA. Stoel, M.H. den Brok, G.J. Adema, Sialic acids sweeten a tumor’s
life, Cancer Res. 74 (2014) 3199-3204.

[28] J.A. Gubbels, M. Felder, S. Horibata, ].A. Belisle, A. Kapur, H. Holden, et al., MUC16
provides immune protection by inhibiting synapse formation between NK and
ovarian tumor cells, Mol. Cancer 9 (2010) 11.

[29] Z. Madjd, 1. Spendlove, S.E. Pinder, L.O. Ellis, L.G. Durrant, Total loss of MHC class
Iis an independent indicator of good prognosis in breast cancer, Int. ]. Cancer
117 (2005) 248-255.

[30] E.M.de Kruijf, A. Sajet, ].G. van Nes, H. Putter, V.T. Smit, RA. Eagle, et al., NKG2D
ligand tumor expression and association with clinical outcome in early breast
cancer patients: an observational study, BMC Cancer 18 (2012) 24.

[31] J.S. Orange, Formation and function of the lytic NK-cell immunological synapse,
Nat. Rev. Immunol. 8 (2008) 713-725.

[32] N. Vitureira, R. Andres, E. Perez-Martinez, A. Martinez, A. Bribian, ]. Blasi,
et al., Podocalyxin is a novel polysialylated neural adhesion protein with multiple
roles in neural development and synapse formation, PLoS ONE 5 (2010)
e12003.

[33] M.L. Dustin, Signaling at neurof/immune synapses, J. Clin. Invest. 122 (2012)
1149-1155.

[34] M. Dhainaut, M. Moser, Regulation of immune reactivity by intercellular transfer,
Front. Immunol. 5(2014) 112.

[35] J. Caumartin, B. Favier, M. Daouya, C. Guillard, P. Moreau, E.D. Carosella, et al.,
Trogocytosis-based generation of suppressive NK cells, EMBO ]. 26 (2007)
1423-1433.

[36] CA. Miner, TK. Giri, C.E. Meyer, M. Shabsovich, S.K. Tripathy, Acquisition of
activation receptor ligand by trogocytosis renders NK cells hyporesponsive, J.
Immunol. 194 (2015) 1945-1953.

[37] C.Sassetti, K. Tangemann, M.S. Singer, D.B. Kershaw, S.D. Rosen, Identification
of podocalyxin-like protein as a high endothelial venule ligand for L-selectin:
parallels to CD34, J. Exp. Med. 187 (1998) 1965-1975.

[38] M. Frey, N.B. Packianathan, T.A. Fehniger, M.E. Ross, W.C. Wang, C.C. Stewart,
et al., Differential expression and function of L-selectin on CD56bright and
CD56dim natural killer cell subsets, J. Immunol. 161 (1998) 400-408.



Anexos

[39]

[40]

[41]

L. Amo et al./Cancer Letters 368 (2015) 26-35 35

S. Abouzahr, G. Bismuth, C. Gaudin, O. Caroll, P. Van Endert, A. Jalil, et al.,
Identification of target actin content and polymerization status as a mechanism
of tumor resistance after cytolytic T lymphocyte pressure, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 103 (2006) 1428-1433.

C. Wulfing, B. Purtic, ]. Klem, ].D. Schatzle, Stepwise cytoskeletal polarization
as a series of checkpoints in innate but not adaptive cytolytic killing, Proc. Natl.
Acad. Sci. US.A. 100 (2003) 7767-7772.

CW. Lin, M.S. Sun, M.Y. Liao, C.H. Chung, Y.H. Chi, LT. Chiou, et al., Podocalyxin-
like 1 promotes invadopodia formation and metastasis through activation of
Rac1/Cdc42/cortactin signaling in breast cancer cells, Carcinogenesis 35 (2014)
2425-2435.

[42]

[43]

[44]

S. Sizemore, M. Cicek, N. Sizemore, K.P. Ng, G. Casey, Podocalyxin increases the
aggressive phenotype of breast and prostate cancer cells in vitro through its
interaction with ezrin, Cancer Res. 67 (2007) 6183-6191.

M. Sarker, C. Ruiz-Ruiz, G. Robledo, A. Lopez-Rivas, Stimulation of the mitogen-
activated protein kinase pathway antagonizes TRAIL-induced apoptosis
downstream of BID cleavage in human breast cancer MCF-7 cells, Oncogene
21(2002) 4323-4327.

C.A. Wilson, E.E. Cajulis, ].L. Green, T.M. Olsen, Y.A. Chung, M.A. Damore, et al.,
HER-2 overexpression differentially alters transforming growth factor-beta
responses in luminal versus mesenchymal human breast cancer cells, Breast
Cancer Res. 7 (2005) R1058-R1079.

145



