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RESUMEN (en espafiol)

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad muy heterogénea desde el punto de
vista morfoldgico y molecular lo que dificulta su pronéstico y tratamiento. Estudios previos han
mostrado que el patron epigenético de la LMA, y principalmente la metilacion del ADN, se
modifica durante la progresion de la enfermedad dando lugar a una expresion aberrante de
oncogenes y genes supresores tumorales. El tratamiento con agentes hipometilantes (5azaCy
DAC), actualmente utilizados en la practica clinica, ha mejorado significativamente la
supervivencia de estos pacientes, aunque existe un gran desconocimiento sobre cuales son los
mecanismos o dianas sobre los que actlan estos compuestos. Las células NK (Natural Killer o
asesinas naturales) son componentes del sistema inmune innato cuya actividad estd regulada
por un exhaustivo balance entre receptores de activacion y de inhibicion. NKG2D es uno de los
principales receptores de activacion de las células NK que también se expresa en células NKT,
linfocitos T y&6 y T o CD8+. Este receptor es capaz de reconocer multiples ligandos (MICA,
MICB, ULBPs1-6) expresados en situaciones de dafio y estrés celular como ocurre durante el
desarrollo tumoral. A pesar de ello, las células tumorales han desarrollo diversas estrategias
para evadir el reconocimiento inmunolégico como la inhibicion de su expresion y/o la
liberacion de estos ligandos en su forma soluble (sNKG2DL).

En base a estos antecedentes, el objetico principal de esta tesis ha sido determinar la
implicacién de la metilacién del ADN y del tratamiento con agentes desmetilantes en la
regulacién de la expresion y liberacion de los NKG2DL en la LMA asi como sus posibles
consecuencias sobre el reconocimiento inmunoldgico.

Nuestros resultados muestran que la expresion de los NKG2DL es mads limitada en la LMA
gue en otros tumores hematolégicos y sélidos. El patrén de metilacion del ADN en estos genes,
excepto en MICB, esta aberrantemente metilado en lineas celulares de LMA asociandose a
una inhibicién transcripcional. Resultados similares fueron observados en pacientes con LMA
donde el 59% de estos presentan metilacion en al menos un ligando de NKG2D. Ademas, se
observé que el tratamiento con agentes desmetilantes, 5azaC y DAC, incrementa la expresion
de los NKG2DL en la superficie celular favoreciendo el reconocimiento inmunolégico mediado
por las células citoliticas NKG2D-positivas (NK y linfocitos T CD8+).

Adicionalmente, se analizé el efecto de los agentes desmetilantes sobre la liberacién de los
sNKG2DL en la LMA. Se observé que los niveles de sNKG2DL estan significativamente
reducidos tanto en lineas celulares como en pacientes con LMA tras el tratamiento con estas
drogas epigenéticas. La disminucién en los niveles de sMICA, sMICB y sULBP2 esta asociada a
la desmetilacion del inhibidor de proteasas TIMP3, el cudl bloquea la actividad de ADAM17.
Ademas, TIMP3 se encuentra metilado en pacientes con LMA asociandose con un prondstico
citogenético adverso de la enfermedad.

En conclusién, los resultados derivados de esta tesis muestran que los mecanismos




epigenéticos, y en concreto la metilacién del ADN, juega un papel esencial en la regulacién de
la expresion de los NKG2DL y en la liberacidon en sus formas solubles durante el desarrollo de la
LMA. El tratamiento de estos pacientes con agentes desmetilantes, actualmente utilizados en
la practica clinica, permitird modular la expresion de los NKG2DL y favorecer el reconocimiento
inmunoldgico mediado por la interaccion NKG2D-NKG2DL.

RESUMEN (en Inglés)

Acute myeloid leukemia (AML) is a morphological and genetic heterogeneous disease
which complicates its prognosis and treatment. Previous studies have suggested that the
epigenetic patterns, and specifically DNA methylation, are modified during the development of
AML, promoting an aberrant expression of several oncogenes and tumor-suppressor genes.
Currently, hypomethylating drugs (5azaC and DAC) are used as treatment in AML. However,
the action mechanisms of these drugs are poorly understood.

NK cells (natural killer) are components of the innate immune system whose activity is
regulated by a tight balance between activating and inhibitory receptors. NKG2D is one of the
main activating receptor for NK cells which is also expressed in NKT cells, y6 T and T o CD8 +
lymphocytes. This receptor is able to recognize multiple ligands (MICA, MICB, ULBPs1-6)
expressed in cell stress situations as cancer. However, cancer cells have developed several
strategies to avoid the immune response such as release of NKG2DL from the cell surface on
soluble form (sNKG2DL).

Therefore, the main objective of this thesis has been to determine the role of DNA
methylation and hypomethylating treatment effect on the regulation of expression and release
of NKG2DL in AML, and their possible consequences in the immune recognition mediated by
NKG2D-positive cells.

Firstly, the NKG2DL expression pattern showed that NKG2DL expression was
heterogeneous and highly restricted to AML cells respect other tumor types. Quantification of
DNA methylation showed that all NKG2DL, except MICB, were aberrantly methylated in AML
cell lines which was associated with lack of transcription. Also, we found that 59% of AML
patients showed high levels of DNA methylation for at least one NKG2DL. Treatment with
hypomethylating drugs (5azaC, DAC) increased the NKG2DL on the cell surface of AML cells
promoting the immune recognition mediated by NK and CD8+ T lymphocytes.

Next, it was analyzed the effect of hypomethylating drugs on the release of NKG2DL in
AML. Results showed that sNKG2DL levels were significantly reduced after treatment in cell
lines and AML patients. sMICA, sMICB and sULBP2 levels were reduced after hypomehtylating
treatment as consequence of TIMP3 hypomethylation, an ADAM17 inhibitor. Moreover,
abnormal hypermethylation of TIMP3 was associated with adverse cytogenetic prognosis in
AML patients.

In conclusion, these results suggest that DNA methylation plays an important role in
the regulation of NKG2DL expression and release in AML. Treatment with hypomethylating
drugs could be a relevant strategy to enhance the NKG2DL expression and therefore, the
immune recognition mediated by NKG2D-NKG2DL.
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1. LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La hematopoyesis se define como el proceso de formacién, desarrollo y
maduracion de las células de la sangre a partir de una célula madre hematopoyética.
Esta célula madre se divide y da lugar a dos linajes principales: el linaje linfoide que
engloba los linfocitos T, linfocitos B y las células NK (Natural Killer); y el linaje mieloide

del que derivan las plaquetas, eritrocitos, granulocitos y monocitos (Figura 1).

®—
Célula madre
hematopoyética

+ 4
Progenitor mieloide Progenitor linfoide
| |
! T T 1 ): |
Eritrocito Mastocito 0 . . .
Mieloblasto NK Linfoblastg
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. ‘ 1 ! ! - -
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3 Baséfilo  Neutréfilo Eosinéfilo  Monocito ‘
. '.. l

Célula plasmatica

Macréfago

Plaquetas

Figure 1. Hematopoyesis del linaje linfoide y mieloide. Modificado de Nobili y col., 2016.

El bloqueo en el proceso de diferenciacion de las células mieloides y como
consecuencia de ello, la proliferacidn anormal de los precursores mieloides tanto en
sangre periférica, médula 6sea o incluso en tejidos, desencadena el desarrollo de la
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Saultz y col.,, 2016). Mientras en las leucemias

pediatricas predomina el linaje linfoide, las leucemias que tienen lugar en individuos
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de edad avanzada (> 65 afios) son mayoritariamente mieloides. De hecho, la incidencia
de esta enfermedad incrementa con la edad, siendo en pacientes jévenes de 1.3 casos
por 100.000 habitantes/afio mientras que en pacientes de edad avanzada es de 12.2
casos por 100.000 habitantes/afio (De Kouchkovsky y col., 2016). Esto es debido al
deterioro funcional de las células madre hematopoyéticas que se produce con la edad
dando lugar a la pérdida de las funciones linfoides y a un aumento de la estirpe

mieloide (Rossi y col., 2005).

En sus origenes, la LMA era una enfermedad incurable. Sin embargo, gracias a los
avances realizados durante los ultimos afios, entre el 35-40% de los pacientes menores
de 60 afios tienen curacidn. Sin embargo, en pacientes de edad avanzada, ésta es sélo
de un 5-15% por lo que sigue siendo necesaria la busqueda de nuevos mecanismos y
dianas terapéuticas que ayuden a mejorar estos datos de supervivencia (Déhner y col.,

2010).

1.1.- Clasificacion

En 1857 Friedreich (Friedreich, 1857) realizd la primera clasificacion de las
leucemias dividiéndolas en agudas y crénicas. Posteriormente, Neumann (Neumann,
1882) acuiid el término “mieloide” para referirse a aquellas leucemias que se originan
en la médula dsea. En el afio 1976, el grupo cooperativo francés-americano-inglés, o
FAB (French-American-British cooperative group) desarrolld por primera vez una
clasificacién que categorizaba en 7 subtipos (M0-M7) a los pacientes de LMA en base a
sus caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas, la denominada clasificacion
de la FAB (Bennett y col., 1976) (Tabla 1). Pero esta clasificacién continta teniendo
diversas limitaciones ya que no existe una clara relacién entre el subtipo FAB vy el
pronédstico de la enfermedad, no incorpora datos citogenéticos y moleculares, vy
ademas muestra una gran variabilidad inter-observador a la hora de definir el subtipo

de la enfermedad.
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FAB Descripcion Tipo celular predominante
Mo Indiferenciada Mieloblastos no diferenciados

M1 Minimamente diferenciada Mieloblastos minimamente diferenciados
M2 Diferenciada Mieloblastos con diferenciacion

M3 Promielocitica Promielocitos hipergranulares

M4 Mielomonocitica Mielomonoblastos

M5 Monocitica Monoblastos

M6 Eritroleucemia Eritroblastos y mieloblastos

M7 Megacariocitica Megacarioblastos

Tabla 1. Clasificacion de la FAB para la LMA.

En el afio 2008, y debido a los grandes avances en el campo de la citogenética, la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud) establecié una nueva clasificacion de la LMA
basandose no sdélo en las caracteristicas morfolégicas sino integrando también
informacién genética, inmunofenotipica y bioldgica (Vardiman y col., 2009). A medida
gue avanzan los estudios citogenéticos, se han descrito nuevas asociaciones genéticas
asociadas a la enfermedad lo que hace que esta clasificacion sea revisada
periddicamente. En la Tabla 2 se recoge la ultima revisidn de la clasificacidon de la OMS

(Arber vy col., 2016).
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LMA con anormalidades genéticas recurrentes

LMA con t(8;21)(922;g22.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
LPA con PML-RARA

LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

LMA con t(6;9)(p23;G34.1); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(g2.3;426.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: AML con BCR-ABL1

LMA con mutaciéon NPM1

LMA con mutaciones bialélicas CEBPA

Entidad provisional: LMA con mutacién RUNX1
LMA con cambios relativos a mielodisplasia
Neoplasmas mieloides relativos a terapia

LMA, NOS

LMA con minima diferenciacion

LMA sin maduracién

LMA con maduracién

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monoblastica/monocitica aguda

Leucemia eritroide pura

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides debidas al sindrome de Down

Mielopoyesis transitoria anormal (MTA)

Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

Tabla 2. Clasificacion de la OMS para la LMA. LPA: leucemia promielocitica
aguda; NOS (not otherwise specified).

1.2.- Aberraciones cromosdmicas y mutaciones génicas

Hace mads de 40 anos, y debido al descubrimiento de diversas aberraciones
cromosomicas como las translocaciones t(15;17) y t(8;21), se establecié que la LMA es
una enfermedad con base genética (Rowley, 1973; Rowley y col., 1977). En la mayoria
de los pacientes con LMA se producen alteraciones cromosémicas y diversas
mutaciones, siendo algunas bastante habituales mientras que otras se dan en un

pequeiio porcentaje de pacientes. Actualmente, el andlisis citogenético de las células
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en metafase es una herramienta muy utilizada para el seguimiento de los pacientes
diagnosticados con LMA, considerandose hasta el momento el factor prondstico mas

importante.

Diversas aberraciones cromosdmicas, principalmente reordenamientos vy
deleciones, han sido asociadas con el pronéstico de la LMA (Tabla 3). Aquellos
pacientes con LMA que tienen un cariotipo normal y presenten alteraciones
cromosémicas, como las translocaciones t(15;17), t(8;21) 6 t(16;16), 6 la inversidon
inv(16) tendrdn un prondstico citogenético favorable. Mientras que si poseen un
cariotipo normal pero tienen otras alteraciones, como la translocacién t(9;11) o la
trisomia 8, presentaran un prondstico citogenético intermedio. Finalmente, si poseen
un cariotipo complejo o monosdmico, o presentan deleciones en el cromosoma 5 6 7

se asociara a un prondstico citogenético desfavorable (Yohe., 2015).

Riesgo Citogenética Molecular

Citogenética normal con mutacidn aislada

Favorable inv(16) o t(16;16); t(8;21); t(15;17) bialélica de CEBPA 6 mutacién en NPM1 sin
FLT3-ITD
Citogenética normal; Trisomia 8 aislada; t(9;11); Mutacién KIT en el CBF-leukemia: inv(16) o
Intermedio
otros cambios t(16;16); t(8;21)

Compleja (= 3 anormalidades); cariotipo
Adverso monosomico*; -5/-5q o -7/-7q; 11g23 distinto de Citogenética normal con FLT3-ITD
t(15;17); inv(3) o t(3;3); t(6;9); t(9;22)

Tabla 3. Asociacion de las aberraciones citogenéticas y moleculares con el pronéstico de la LMA.
*> 2 monosomias o 1 monosomia y una adicional o mas diferencias estructurales. ITD (Internal
tandem duplications), CBF-leukemia (Core binding factor leukemia) (Yohe., 2015).

Ademas, durante el desarrollo de la LMA van surgiendo alteraciones moleculares
también relacionadas con el prondstico de la enfermedad. Entre las alteraciones mas
frecuentes, y que se analizan rutinariamente en el seguimiento clinico de la

enfermedad, se encuentran las mutaciones en FLT3, NPM1 y CEBPBA:

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) es un receptor de tirosin quinasa que se expresa

en células madre hematopoyéticas, macrdfagos y granulocitos (Kikushige y col., 2008).
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Tiene funciones esenciales en el control de la supervivencia y la proliferacién celular a
través de la activacion de la via PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) y las GTPasas RAS,
respectivamente (Grafone y col.,, 2012). FLT3 se encuentra sobre-expresado en
pacientes con LMA, sobre todo en aquellos pacientes que presentan un porcentaje
elevado de blastos mieloides (Kuchenbauer y col., 2005). Su ligando, FL o FLT3L, (FLT3
ligand), también esta sobreexpresado en pacientes con LMA lo que desencadena una
sefial autocrina o paracrina que activa de forma continuada a FLT3 (Zheng y col., 2004).
La presencia de mutaciones en el gen FLT3 es muy frecuente, mostrandose en un
tercio de los pacientes con LMA. Concretamente se conocen dos mutaciones
diferentes para FLT3; FLT3-ITD y FLT3-TKD. La duplicacion interna en tdndem (ITD),
producida en el exdén 14, es la mutacidn mds comun (20% de los pacientes)
incrementandose aun mas (40%) en aquellos pacientes que presentan un cariotipo
normal (Ofran y col.,, 2013). Multiples estudios han demostrado que esta mutacién
FLT3-ITD estd inversamente relacionada con la supervivencia global y la supervivencia
libre de recaida (Patel y col., 2012; Port y col., 2014). La mutacién FLT3-TKD (tyrosin
kinase domain) es menos frecuente (7% de los pacientes con LMA) y consiste en una
mutacion puntual en el dominio TKD que tiene lugar el residuo aminoacidico 835 del
aspartato o en el residuo 836 de la isoleucina. Como consecuencia de estas mutaciones
se produce la autofosforilacion del dominio tirosina de FLT3 y, por lo tanto, su
activacion continuada. A diferencia de lo que ocurre con la mutacién FLT3-/TD, FLT3-
TKD no se asocia a la supervivencia global o libre de enfermedad (Sheikhha y col.,

2003; Barragan y col., 2011).

NPM1 (Nucleophosmin 1) es una fosfoproteina nucleolar asociada a las
translocaciones cromdsomicas NPM1-RARA y NPM1-MLF1, caracteristicas de pacientes
con leucemia promielocitica aguda que presentan las translocaciones t(15;17) y t(3;5),
respectivamente (Naoe y col., 2006). NPM1 participa en multiples funciones celulares
como el control de la formaciéon y exportacion de los ribosomas, la estabilizacién del
oncogen p14*T el cual induce parada en la fase G2 del ciclo celular y apoptosis, y la
regulacién de la duplicacidon centrosémica (Falini y col., 2011). El 35% de los pacientes
con LMA que presentan un cariotipo normal muestran mutaciones en el gen NPM1

(Verhaak y col., 2005). Esta mutacion consiste en la insercién de 4 bases diferentes
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(tetranucledtido) en el exdn 12 dando lugar a diversos subtipos. La mas frecuente es la
mutacion tipo A (TCTG) que se da en el 80% de los casos, seguida de la de tipo B
(CATG) y tipo D (CCTG) cuya frecuencia es del 10%. También pueden ocurrir
inserciones de 2 a 9 bases, pero éstas son infrecuentes (Falini y col., 2005). En ausencia
de otras aberraciones cromosdémicas como la mutacidn FLT3-ITD, la presencia de
mutaciones en NPM1 se asocia con un buen pronéstico de la enfermedad. De hecho, el
80% de los pacientes que portan mutaciones en NPM1 presentan una remision
completa de la enfermedad que va acompafiada de una disminucion en el nimero de
células leucémicas tras el tratamiento con agentes quimioterapéuticos (Schneider y

col., 2009).

CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) es un factor de transcripcidon
expresado en células mielomonociticas y en granulocitos diferenciados (Koschmieder y
col., 2009). Aproximadamente el 15% de los pacientes con LMA presentan mutaciones
en CEBPA (Pabst y col, 2001), siendo la mutacién en un Unico alelo del gen CEBPA
(CEBPAsm, single-mutated CEBPA) la mas frecuente (50% de los casos). Otras
mutaciones, aunque mucho mas infrecuentes, son la mutacién bialélica (CEBPAdm,
double-mutated CEBPA) y la mutacion homozigota debido a la pérdida de
heterocigosidad (Wouters y col., 2007; Wouters y col., 2009). Las mutaciones bialélicas
mas frecuentes consisten en una mutacion en el extremo N-terminal de un alelo y una
mutacion bZIP (C-terminal basic leucine zipper region) en el C-terminal del otro alelo.
Sin embargo, las mutaciones CEBPAsm pueden ocurrir o bien en el extremo N-terminal
o en el C-terminal. En general, la presencia de mutaciones en CEBPA (principalmente
CEBPAdm) se asocia con un buen prondstico de la enfermedad debido a que estos
pacientes presentan un menor numero de aberraciones génicas (Green y col., 2010;

Taskesen y col., 2011 Liy col., 2015).

1.3.- Tratamiento

En la actualidad, se administran dos tipos de terapia a los pacientes

diagnosticados con LMA: la terapia convencional que se aplica como primera linea de
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tratamiento en la mayoria de los pacientes y las terapias alternativas basadas

principalmente en el uso de agentes hipometilantes.

1.3.1.-Tratamiento convencional

El tratamiento convencional de la LMA se divide en dos fases: una primera fase
de reduccion que consiste en la disminucidn del mayor nimero de células leucémicas y
una segunda fase de consolidacion cuyo objetivo es eliminar de forma permanente el
resto de células leucémicas que puedan haber quedado en el paciente con el fin de
evitar futuras recaidas de la enfermedad. En la fase de reduccidon se utilizan diversos
agentes quimioterapéuticos que, en su mayoria, son variaciones de la citarabina
combinadas con antraciclinas (daunorubicina, idarrubicina) (Roboz, 2011). Se
administran a pacientes con una edad inferior a los 60 afios o pacientes de edad
avanzada pero que presentan un buen prondstico de la enfermedad (Saultz y col.,
2016). El uso de estos agentes quimioterapéuticos consigue una remisién completa en
el 65-73% de los pacientes jovenes, mientras que en pacientes de edad avanzada es
sélo de un 36-62% (Estey y col., 2006; Fernandez y col.,, 2009). En la fase de
consolidacién existen tres posibles alternativas de tratamiento en funcién del
prondstico del paciente. Si el prondstico es favorable se recurre al uso de los mismos
agentes quimoterapéuticos empleados en la fase de reduccién y a dosis similares, y
solo de forma eventual se realiza un trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH) autdlogo. Si el prondstico es desfavorable, se lleva a cabo un TPH alogénico. Sin
embargo, no estd recomendado en pacientes de edad avanzada debido a su alto riesgo
y a una mayor tasa de mortalidad y morbilidad (Versluis y col., 2015). Finalmente, si el
prondstico de la LMA es intermedio las opciones terapéuticas no estan definidas y se

actuard en base a la recomendacion del especialista.
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1.3.2.- Agentes hipometilantes

La eficacia de los tratamientos convencionales frente a la LMA es limitada.
Ademas, en muchos casos se asocia a altas tasas de mortalidad y morbilidad
principalmente en pacientes de edad avanzada, sugiriendo que el uso de estos
tratamientos no es el mds adecuado para esta clase de pacientes. Por este motivo se
recurre a tratamientos paliativos como los antibidticos, transfusiones de sangre,
hidroxiurea y/o factores de crecimiento hematopoyético. Sin embargo, la
supervivencia media de los pacientes que reciben tratamientos paliativos es
Unicamente de 3 meses y menos del 10% de ellos sobreviven mas alld de los dos anos
(Kantarjian y col., 2010). Debido a esto, las investigaciones actuales estan dirigidas a
identificar nuevas dianas moleculares claves en el desarrollo de la enfermedad con el
fin de desarrollar terapias alternativas que favorezcan la supervivencia y la calidad de

vida de los pacientes con LMA, principalmente de los pacientes con edad avanzada.

Antiguamente los agentes hipometilantes se utilizaban por su efecto citostatico a
elevadas dosis, hoy en dia se sabe que son azanucledsidos analogos al nucledsido
citidina que se incorporan al ADN. Estos compuestos actlan como agentes
antitumorales a través de dos vias diferentes: la hipometilacion del ADN a través de la
inhibicion de las DNA metiltransferasas (DNMT) y la citotoxicidad debida a su
incorporaciéon en el ADN activando la respuesta al dafo (Diesch y col., 2016). Los
agentes hipometilantes mds conocidos y usados actualmente en la practica clinica son
azacitidina (5’-azacitidina, AZA) y decitabina (5’-aza-2’-deoxicitidina, DAC). Aunque
ambos agentes actuan como agentes hipometilantes y afectan a la viabilidad celular,
existen diversas diferencias entre ellos. DAC se incorpora Unicamente al ADN mientras
gue AZA lo hace tanto al ADN como al ARN promoviendo la inhibicidn de la sintesis
proteica. Por otro lado, aunque ambos incrementan el nimero de células en fase sub-
G1, DAC también produce un incremento de las células en fase G2-M mientras que
reduce las células en fase GO/G1. A nivel de la expresion génica, mientras que AZA
disminuye principalmente la expresiéon de genes relacionados con el ciclo celular, la
division celular o la mitosis; DAC incrementa mayoritariamente la expresién de genes

asociados a la diferenciacién celular y al sistema inmune (Hollenbach y col., 2010).
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Azacitidina, (Vidaza®, Celgene, New Jersey, USA) fue sintetizada por primera vez
en el afio 1964 (Sorm y col., 1964) y en 1967 se sugirié por primera vez su potencial
como tratamiento frente a la LMA, sélo o en combinacidn con los agentes
quimioterapéuticos utilizados como terapia convencional (Von Hoff y col., 1976). Pero
no fue hasta el afio 2004 cuando fue aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) para el tratamiento de la LMA en pacientes de edad avanzada y que no
eran candidatos a recibir una quimioterapia de inducciéon convencional. En estudios
clinicos en fase lll, en pacientes con un porcentaje de blastos leucémicos del 20% o
superior, se observd que el tratamiento con Vidaza® incrementa la supervivencia
global (24.5 meses) en relacién con el tratamiento convencional (1-4 meses), incluso
en aquellos pacientes de edad avanzada (Fenaux y col., 2010). Estos resultados fueron
posteriormente corroborados por otros grupos, como los derivados de los registros
franceses y austriacos donde se observéd un incremento de la supervivencia en
pacientes respondedores frente a no respondedores al tratamiento (9-10 vs. 3 meses)
(Pleyer y col., 2014; Thépot y col., 2014) o el realizado por Dombert y col. (Dombret y
col., 2015) en pacientes de edad avanzada donde la supervivencia global de estos
aumento significativamente respecto a los tratamientos convencionales (10.4 vs. 6.5
meses). Se ha mostrado que el tratamiento con Vidaza® disminuye la enfermedad del
injerto contra huésped tras el TPH en aquellos pacientes de LMA que habian sufrido
una recaida de la enfermedad (Ghobadi y col., 2016). Actualmente este tratamiento
estd recomendado para pacientes de LMA con una edad superior a 65 afios o para
aquellos pacientes que tienen un prondstico adverso de la enfermedad y no pueden

recibir un TPH alogénico.

DAC (Dacogen®, Janssen Cilag) fue aprobado en el afio 2008 por la FDA para el
tratamiento de la LMA y en concreto de aquellos pacientes de edad avanzada que
presentan una LMA primaria y contienen un porcentaje de blastos superior al 30%
(Kantarjian y col., 2012). Sin embargo, existen controversias respecto a esto ya que
estudios recientes han sugerido su mayor eficacia en el tratamiento de las LMA
secundarias, mostrando en estos pacientes una respuesta superior al 70% de los casos
(Khan y col., 2017). Estudios clinicos en fase Il realizados en pacientes de edad

avanzada y con alto riesgo mostraron que el 25-47% de los pacientes responden al
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tratamiento (Caschen y col., 2010; Blum y col., 2010). Sin embargo, aunque posteriores
estudios en fase Il y fase lll indican que el tratamiento con decitabina aumenta la tasa
de remision y también la supervivencia global, su eficacia no es tan significativa como
el tratamiento con Vidaza® (Dombret y col., 2015). Por otra parte, se ha sido descrito
que el tratamiento con decitabina en combinacion con el TPH procedente de
individuos haploidénticos ofrece una mayor supervivencia global y supervivencia libre
de enfermedad respecto a los tratamientos convencionales (Jing y col., 2016). A pesar
de que este tratamiento no ofrece resultados tan prometedores en la tasa de
supervivencia como Vidaza®, la mejora en la supervivencia es lo suficientemente
relevante para que haya sido aprobado para la FDA como tratamiento en pacientes
con LMA de edad avanzada y que no son candidatos a recibir un trasplante de

progenitores hematopoyéticos.

A pesar del uso frecuente de estos agentes hipometilantes en la practica clinica y
de los buenos resultados obtenidos, no se conoce exactamente los genes o
mecanismos moleculares sobre los que acttdan. Por lo tanto, son necesarios estudios
epigenéticos adicionales que determinen exactamente que dianas o mecanismos son

modulados por estos tratamientos en la LMA.

2. LA EPIGENETICA

En 1942, Conrad Waddington (Waddington, 1942), haciendo alusion a las
diferencias observadas en el desarrollo estructural de las moscas Drosophila, definid la
epigenética como la interaccidon entre los genes y sus productos para generar un
fenotipo determinado. Actualmente, la epigenética se define de forma mas precisa
como el estudio de los cambios en la expresion génica que se heredan de forma
estable sin afectar a la propia secuencia del ADN (Berger y col., 2008). La mayor parte
de estos cambios se establecen durante la divisién celular, permitiendo a las células

generar una gran variedad de fenotipos diferentes a partir de un mismo genotipo.
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Existen cuatro componentes claves en la regulacion epigenética: la metilacion del
ADN, las modificaciones de histonas, los miRNAs y los complejos remodeladores de la
cromatina. Estos mecanismos de regulacién influyen en la interaccién del ADN con las
histonas, y, por lo tanto, en el grado de compactacidn de la cromatina. De modo que la
presencia de marcas de histonas represivas y la metilacion del ADN provocaran un
estado conformacional cerrado de la cromatina asociado a represion génica. Por el
contrario, la presencia de marcas de histonas activadoras y la hipometilacion del ADN
provocan un estado conformacional abierto de la cromatina facilitando el acceso de los

factores de transcripcion y el inicio de la expresion génica.

2.1.- La metilacion del ADN

La metilacidon del ADN es el mecanismo epigenético mejor estudiado hasta la
fecha y se asocia fundamentalmente a la represién génica. Consiste en la adicion de un
grupo metilo (CHs3) a la posicion 5 del anillo pirimidimico de la citosina de un
dinucledtido CpG (citosinas precedidas de guanina). El genoma humano consta de 28
millones de CpG de los cuales el 60-80% se encuentran normalmente metilados (Smith
y col., 2013) y alrededor de un 10% de estos dinucledtidos CpG se concentran en islas
CpG, es decir, en regiones de entre 200-2.000 bases que tienen una proporcion de CpG

superior al 50% (Esteller, 2008).

Las enzimas responsables de la metilacion del ADN son las DNMTs (DNA
methyltransferases) que catalizan la adiccion de un grupo metilo desde la S-

adenosilmetionina (SAM) hasta la posicion 5’ del anillo de la citosina (Figura 2).
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Figura 2. Metilacion del ADN y su efecto en la expresion génica. SAM (S-
adenosilmetionina), SAH (S-adenosilhomocisteina), DNMT (DNA metiltransferasa).

En mamiferos existen tres DNMTs cataliticamente activas: DNMT1, DNMT3A vy
DNMT3B. La DNMT1 se encarga de mantener el patrén de metilacidn del ADN parental
en las hebras hijas durante la replicacion. La DNMT3A y DNMT3B, expresadas en
células embrionarias y cuya expresién se va perdiendo con la diferenciacién celular, se
encargan de la metilacién “de novo” que tiene lugar durante el desarrollo embrionario,
pero en momentos diferentes. Mientras que la DNMT3A se encarga de la metilacién de
genes en la ultima etapa del desarrollo embrionario y después del nacimiento, la
DNMT3B lleva a cabo la metilacion en estadios embrionarios tempranos (Smith y col.,
2013). La metilacion del ADN es un mecanismo de gran relevancia durante el
desarrollo embrionario y la eliminacién de alguna de las DNMTs conlleva un fenotipo
letal en ratones (Li y col.,, 1992; Okano y col., 1999). En humanos, mutaciones en
DNMT3B causan el sindrome ICF (Immunodeficiency, Centromere instability and Facial
anomalies) caracterizado por inestabilidad cromosémica, defectos en el desarrollo e

inmunodeficiencias (Hansen y col., 1999).
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El patron de metilacidon del ADN en cada estirpe celular se establece durante la
diferenciacién hematopoyética (Ji y col., 2010; Calvanese y col., 2012). Sin embargo,
estos patrones se van alterando progresivamente con la edad como consecuencia de
cambios genéticos y de factores externos (Fraga y col., 2007; Fernandez y col., 2015;
Pal y col., 2016) o durante el desarrollo de procesos patoldgicos como las infecciones,
enfermedades autoinmunes o el cancer (Javierre y col., 2008; Esteller, 2008; Reddy y
col., 2013, Pacis y col., 2015). En cancer la hipermetilacion en las islas CpG de genes
especificos conlleva al silenciamiento transcripcional de genes supresores tumorales
(p16'Nk4a BRCA1, TP53, CDH-1, etc...) que promueven la progresiéon tumoral (Esteller
M, 2002). Aungue en la mayoria de los tumores se hable de hipermetilacién como un
fenédmeno mayoritario, la hipometilacion de oncogenes también estd presente en el
desarrollo tumoral, aunque en menor frecuencia (Ehrlich, 2009). También se han
identificado mecanismos de desmetilacién activa en procesos tumorales a través de la
accion de la familia de proteinas TET (Ten eleven translocation) por las que la 5-

metilcitosina se transforma en 5-hidroxi-metilcitosina (Tahiliani y col., 2009).

Debido a que el patrén de metilacion es caracteristico del tumor, el estudio de
la metilacion del ADN permite identificar nuevos biomarcadores tanto de diagndstico
como de prondstico especificos para cada tipo tumoral (Mulero-Navarro y col., 2008;

Rodriguez-Paredes y col., 2011).

2.2.- La metilacion del ADN en la LMA

Tal y como se ha mencionado previamente, la metilacién del ADN es un proceso
clave durante la diferenciacion hematopoyética. Las células madre sanguineas
proliferan para poder diferenciarse y dar lugar a las diversas células de los linajes
linfoide y mieloide. Durante estos procesos de proliferaciéon y diferenciacion, los
patrones de metilacion del ADN son modificados permitiendo la hipometilacion y
expresion de genes especificos en cada tipo celular mientras que otros genes no

expresados se mantienen hipermetilados (Calvanese y col., 2012). La modulacion
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andmala o desregulacion de estos patrones de metilacion del ADN podria conducir al

desarrollo de fenotipos tumorales, como la LMA.

En el aflo 1987 se describid por primera vez la implicacién de la metilacion del
ADN en la LMA al observar que el gen de la calcitonina estaba aberrantemente
metilado en estos pacientes (Baylin y col., 1987). Posteriormente, a través de diversos
estudios de genoma completo se ha determinado el patrén de metilacion del ADN en
pacientes con LMA. En el estudio realizado por el proyecto internacional TCGA (Cancer
genome atlas research network) se analizd el perfil de metilacion en células
CD34*CD38 de 200 pacientes con LMA primarias mediante arrays de metilacion
observandose que el 67% de las CpG se encontraban hipermetiladas en estos
pacientes (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). Aunque los cambios en la
metilaciéon también tienen lugar en las regiones intergénicas, el 71% de los cambios de
metilacion en la LMA se producen en regiones génicas. Ademads, el 44% de los
pacientes presentaban mutaciones en genes relacionados con la metilacion del ADN.
De hecho, aquellos pacientes con mutaciones triples para NPM1, DNMT3A y FLT3
perdian metilacion en el 86% de las regiones analizadas. Es decir, los patrones de
metilacion difieren en funcién de las mutaciones o aberraciones cromosdémicas
sugiriendo que podria ser muy relevante para categorizar a los pacientes en base a su
prondstico citogenético y, por lo tanto, siendo muy util en el diagndstico y prondstico
de la enfermedad (Figueroa y col., 2010; Cancer genome atlas research network, 2013;

Liy col., 2017).

Una de las principales causas de los cambios de metilacién observados en
pacientes con LMA es la mutacién en la DNMT3A, enzima responsable de la metilaciéon
“de novo” del ADN. Esta mutacién se encuentra en el 6-36% de los pacientes, y se
asocia con un mal prondstico de la enfermedad (Wouters y col., 2016). La mutacidn
mas comun (60% de los casos), tiene lugar en el aminoacido 882 donde la arginina (R)
cambia por una histidina (H) (Ley y col., 2010). En individuos sanos de edad avanzada
también se han encontrado mutaciones en la DNMT3A sugiriendo que estas
mutaciones podrian ser un indicativo de desarrollo futuro de la enfermedad (Jaiswal y

col., 2014; Spencer y col., 2017). Otra de las mutaciones encontradas en pacientes con



Introduccion | 66

LMA (2-23% de los casos) es la mutacion en TET2, enzima responsable de la
hidroximetilacion, que se asocia con un prondstico adverso de la enfermedad,
especialmente en pacientes con riesgo citogenético intermedio (Tefferi y col., 2009;
Metzeler y col., 2011). Los genes que codifican este enzima (IDH1, IDH2), y que
catalizan la conversién de isocitrato en a-cetoglutarato, sufren mutaciones en LMA
que conducen a la formacion de un metabolito aberrante (2-hidroxiglutarato)
inactivando a TET2 (Ward y col., 2010). Al igual que ocurre con la DNMT3A, se han
descrito mutaciones en individuos sanos de edad avanzada sugiriendo de nuevo que es
un proceso que ocurre antes del desarrollo de leucemia (Busque y col., 2012; Jaiswal y

col., 2014).

En conclusion, estos estudios demuestran que la metilacién del ADN es un
mecanismo muy importante en la patogénesis de la enfermedad. El conocimiento de
los genes o dianas especificos regulados por la metilacién del ADN podria ser de gran

relevancia para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas en esta enfermedad.

2.3.- Las modificaciones de histonas

En las células eucariotas, el ADN se empaqueta en la cromatina, cuya unidad
basica de repeticidn es el nucleosoma. Cada nucleosoma consiste en 147 nucledtidos
de ADN que se enrollan alrededor de un octdmero de histonas el cual estda compuesto
de dos copias de cada histona (H2A, H2B, H3 y H4). La histona H1 actua de nexo de
union entre los nuclesomas empaquetandolos unos con otros dando lugar a los
cromosomas (Figura 3). Las colas N-terminales de estas histonas son susceptibles de
sufrir modificaciones post-traducionales en sus residuos aminoacidicos. Existen
numerosas modificaciones de histonas, entre las que se encuentran la acetilacién, la

metilacion de lisinas y argininas, y la fosforilacion.
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Figura 3. Estructura del nucleosoma.

En el afio 1964, Alffrey y col. descubrieron por primera vez la existencia de
acetilacion en las histonas. Este proceso es regulado por la accion de dos familias
opuestas de enzimas: las histonas acetiltransferasas (HATs) y las histonas
deacetiltransferasas (HDACs) (Alffrey y col., 1964). Las HAT activan la transcripciéon
génica mediante la transferencia de un grupo acetilo desde la acetil-coA a la posicidon
€-amino de la lisina. Se conocen dos clases de HAT: tipo A y tipo B. Las HAT tipo B se
encargan de la acetilaciéon de histonas recién sintetizadas como la acetilacion de la
histona H4 (K5, K12). Las HAT de tipo A son una familia mucho mas diversa (GNAT,
MYST, CBP/p300) que se asocia a complejos multiproteicos para acetilar lisinas en
multiples sitios dentro de la regidon N-terminal de las histonas. Por el contrario, las
HDAC revierten la acetilacién de histonas promoviendo la represién génica. Su
especificidad no es muy alta de forma que la deacetilacién tiene lugar en multiples

sitios y no en regiones especificas (Bannister y col., 2011).

A diferencia de la acetilacion, las lisinas pueden incorporar desde uno a tres
grupos metilo (mono-, di- o tri-metiladas). Dependiendo de la histona y del grado de
metilacion pueden ser marcas activadoras (H3K4me3, H3K36me3) o represoras
(H3K9me3, H3K27me2, H3K27me3) de la transcripcién. Las argininas también pueden
encontrarse mono- o di-metiladas en las posiciones H4R3 y H3R2 siendo éstas marcas
de activacion transcripcional (Kourazides., 2007). Las enzimas que catalizan estos

procesos son las HMTs (Histone methyltransferases) que se dividen en HKMTs (Lysine
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methyltransferases) o en PRMTs (Protein arginine methyltransferases). Otras
modificaciones como la fosforilacidn de histonas tienen lugar en serinas, treoninas, y
tirosinas localizadas fundamentalmente en el extremo N-terminal de las histonas. Las
histonas quinasas transfieren un grupo fosfato del ATP al grupo hidroxilo de la cadena

lateral del aminoacido diana activando la transcripcién (Rossetto y col., 2012).

Las diferentes combinaciones en los extremos N-terminales de las histonas
afectan de forma especifica tanto a la estructura de la cromatina y a su interaccidn con
el ADN como a la interaccion con otras proteinas asociadas (complejos remodeladores
de la cromatina o factores de transcripcion). Todo ello da lugar a un amplio rango de
funciones bioldgicas relacionadas con la transcripcion, la reparacion, la replicacién y el
ciclo celular. Todas estas posibilidades estdn englobadas en lo que se conoce como el

“cédigo de histonas” (Jenuwein y col., 2001).

3. EL SISTEMA NKG2D-NKG2DL

En el afio 1909, Ehrlich y col. (Ehrlich y col., 1909) propusieron por primera vez la
teoria de la inmunovigilancia del cancer indicando que las células tumorales se van
generando a lo largo de la vida del individuo, pero el sistema inmune, tanto adaptativo
como innato, es capaz de reconocerlas y erradicarlas sin que lleguen a cursar ninguna
sintomatologia clinica. Esta teoria fue apoyada mas adelante por Thomas y Burnet
(Burnet., 1971; Thomas, 1982) gracias al descubrimiento de los antigenos asociados a
tumores, los cuales facilitan el reconocimiento inmunolégico de las células
transformadas. Sin embargo, ésta fue perdiendo fuerza al observar que en ratones
atimicos no existia una mayor incidencia de cancer, sugiriendo que no es el sistema
inmune el principal responsable de la ausencia de tumores (Rygaard y col., 1974;
Stutman, 1974). Estudios posteriores pusieron de manifiesto la existencia de tumores
primarios que muestran una baja inmunogenicidad y son capaces de escapar o evadir
el sistema inmune (Shankaran y col., 2001). A partir de estos resultados, Dunn y col.
(Dunn y col., 2004) propusieron la teoria de la inmunoedicién del cancer la cual

constade tres fases: eliminacion, equilibrio y escape (Figura 4).
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Figura 4. Teoria de la inmunoedicion del cancer.

En la fase de eliminacion las células tumorales tempranas son reconocidas por el
sistema inmune innato y adaptativo y por lo tanto, eliminadas. En la fase de equilibrio,
las células tumorales mas inmunogénicas seguiran siendo eliminadas. Sin embargo, la
adquisicion de mutaciones génicas y epigenéticas dard paso a células menos
inmunogénicas que no seran reconocidas por el sistema inmune. Por ultimo, en la fase
de escape estas células menos inmunogénicas proliferardn provocando la disminucién
de los antigenos tumorales, la expansion de las células T reguladoras y la expresiéon

aberrante de moléculas coestimuladoras que facilitaran la progresién del tumor.

3.1.- Las células “Natural Killer”

Las células asesinas naturales o “Natural Killer” (NK) son células efectoras del
sistema inmune innato que comprenden aproximadamente entre un 5-15% del total
de las células linfoides circulantes en sangre periférica. Se diferencian de otros tipos
celulares por la presencia en la superficie de la glicoproteina CD56 y el receptor CD16
el cual reconoce la regién Fc de las inmunoglobulinas (IgG1 e 1gG3). En humanos se
han identificado dos subpoblaciones de células NK en base a la expresion de las
moléculas CD56 y CD16. La subpoblacién CD569™ CD16* que es la responsable de la
citotoxicidad de las células diana y comprende aproximadamente el 90% de las células
NK circulantes en sangre periférica y las infiltrantes en sitios de inflamacion (Caligiuri.,
2008). El 10% restante lo constituye la subpoblacién CD56P1&" CD1g"ee/dm que
presenta baja citotoxicidad y se encarga de la produccion de citocinas para regular la

respuesta inmune adaptativa.
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A nivel funcional, las células NK se definen por su capacidad para destruir o
eliminar células anormales (células tumorales o células infectadas por virus). Estas
células contienen granulos citotdxicos cargados de moléculas como las granzimas y
perforinas. Cuando las células NK son activadas, el contenido de estos granulos se
vierte al exterior provocando la perforacidon de la membrana de la célula diana a través
de las perforinas y la consiguiente entrada de las granzimas induciendo la apoptosis
celular (Topham y col., 2009). Ademas, las células NK activadas tienen la capacidad de
secretar diversas citocinas, como el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a), el
interferon gamma (IFN-y) o el factor estimulante de colonias de granulocitos vy
monocitos (GM-CSF) encargados de reclutar y activar otras células del sistema inmune

(Weiy col., 2015).

A diferencia de lo que ocurre con los linfocitos T y B, las células NK no emplean
un unico receptor para el reconocimiento de las células diana, sino que presentan un

amplio repertorio de receptores de activacion y de inhibicion:

Receptores de Inhibicion: Estos receptores contienen un dominio ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif) que recluta tirosin-fosfatasas para
mediar su actividad inhibidora (Long, 2008). La familia de receptores KIR (Killer cell
Inmunoglobulin-like receptors) son los receptores mas estudiados y su funcién consiste
en el reconocimiento de las moléculas de MHC-I cldsicas (HLA-A, -B, y —C) (Farag y col.,
2002). Se pueden diferenciar dos subfamilias de receptores KIR en base a si presentan
dos o tres dominios extracelulares tipo inmunoglobulina: KIR2D vy KIR3D,
respectivamente. Ademads, en funcidn del tamano de la cola citoplasmatica los
receptores KIR se pueden clasificar en inhibidores (cola larga: KIR2DL, KIR3DL) o
activadores (cola corta: KIR2DS, KIR3DS). Otros receptores de inhibicidén de las células
NK son la familia LILR (Leukocyte Immunoglobulin-like Receptor) y el heterodimero
CD94-NKG2A que reconocen la molécula HLA-I y la molécula no clasica HLA-E,

respectivamente (Pegram y col., 2011; Hirayasu y col., 2015).

Receptores de activacion: Los NCR (Natural cytotoxicity receptors) (NKp44,
NKp46 y NKp30) son glicoproteinas transmembrana de 44, 46 y 30 KDa,

respectivamente, involucrados en el reconocimiento y la lisis de la célula diana a través
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de la activacion de las células NK (Pegram y col., 2011). Se desconoce la identidad de
los ligandos de NKp44 y NK46. Sin embargo, B7H6 es el ligando de NKp30 el cual se
expresa antes situaciones de estrés celular promoviendo la citotoxicidad de las células
NK y la secrecién de IFN-y (Brandt y col., 2009). Otros receptores de activacién son
DNAM-1, que reconoce en la superficie de la célula diana al receptor del poliovirus
(PVR 0 CD155) y a la Nectina 2 (CD112); y 2B4 que interacciona con su ligando CD48 en
la superficie de la célula diana. Sin embargo, uno de los principales receptores de
activacion de las células NK es el receptor NKG2D, el cual sera descrito en profundidad

en el apartado 3.2.

Con el fin de evitar la muerte indiscriminada de células sanas y desencadenar el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, las células NK son capaces de reconocer en
la superficie de la célula diana tanto moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | como moléculas de MHC no clasicas mediante sus
receptores de inhibicién. De esta forma, en una situacion no patoldgica la seiial
inhibitoria seria lo suficientemente fuerte como para evitar la lisis celular (Figura 5A).
Sin embargo, si la expresidon de moléculas de MHC de clase | se reduce, por ejemplo,
como consecuencia de la accidon de patégenos intracelulares o el desarrollo del tumor,
las células NK van ser capaces de lisar a las células diana. Es lo que se conoce como
teoria de pérdida de lo propio (Missing-self theory) (Raulet, 2006) (Figura 5B). Por el
contrario, la teoria de induccion de lo propio (Induced-self theory) (Figura 5C) describe
que, ante una infeccidon o transformacion maligna, la expresidn de los ligandos de
estrés celular puede incrementarse en las células diana. Estos ligandos van a unirse a
los receptores de activacion de las células NK, activandolas y llevando a la lisis de la
célula diana. Por lo tanto, la combinacion de sefales inhibitorias y activadoras en la
célula diana y la unién a sus receptores determinara si las células NK ejercen su

capacidad litica sobre ésta o no.
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Figura 5. Modulacién de la actividad de las células NK. A. El balance entre las sefiales de
activacion (+) y de inhibicion (-) determina el reconocimiento de células sanas. B. La
pérdida de las moléculas de MHC de clase supone el reconocimiento inmunoldgico de la
célula diana. C. La induccion de ligandos de activacidn por situaciones de estrés celular
potencia la actividad de las células NK promoviendo la lisis de la célula diana.

Adicionalmente, las células NK se pueden asociar también con una respuesta
inmunoldgica adaptativa ya que son capaces de promover la activacién de las células T
CDA4* a través de la produccion de citocinas y de expandirlas a través de la expresién de

moléculas coestimuladoras como el ligando OX40 (Schuster y col., 2016).

3.2.- El receptor NKG2D

NKG2D (Natural-killer group 2, member D) fue identificado por primera vez como
un cDNA que se expresaba en células NK humanas, sin embargo, se desconocia su
funcién (Houchins y col., 1991). En 1999, Bauer y col. (Bauer y col., 1999) observaron
por primera vez que este receptor era capaz de interaccionar con el ligando MICA
(MHC class I related-A), expresado en células sometidas a estrés celular, provocando la
lisis de la célula diana. El gen que codifica para NKG2D, KLRK1, se localiza en el

cromosoma humano 12p13.2 flanqueado en la regidon centromérica por KLRD1 (CD94)
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y en la regidn telomérica por el cluster de KLRC4 (NKG2F), KLRC3 (NKG2E), KLRC2
(NKG2C) y KLRC1 (NKG2A) (Glienke y col., 1998).

En humanos, NKG2D se expresa de forma constitutiva en todas las células NK, la
mayoria de NKT, y en linfocitos T y6 y CD8* af (Raulet y col., 2003). Los linfocitos T
CD4* no expresan NKG2D de forma mayoritaria, pero existe una subpoblaciéon de
linfocitos T CD4* memoria, los cuales carecen de la molécula coestimuladora CD28,
que muestran expresion de este receptor de activaciéon y han sido asociados con una
activacion inmune persistente como ocurre en el envejecimiento, enfermedades
autoinmunes (artritis reumatoide, enfermedad de Crohn) o infecciones crdnicas
(citomegalovirus, hepatitis B) (Groh y col., 2003; Pariente y col., 2011; Sdez-Borderias y
col., 2006; Wang y col., 2009; Alonso-Arias y col, 2009; Alonso-Arias y col, 2011).

NKG2D es una molécula transmembrana de tipo Il perteneciente a la familia de
las lectinas de tipo C que funciona como receptor de activacion en células NK y como
receptor de coestimulacién dependiente de la activacidon del TCR (T cell receptor) en
células T (Lépez-Larrea y col., 2008). Esta molécula es incapaz por si misma de
transducir sefnales al interior celular. Por ello, en humanos, un Unico homodimero de
NKG2D interacciona con cuatro moléculas DAP10 a través de la interaccidn idnica que
se produce entre la arginina de la regién transmembranal de NKG2D y el acido
aspartico de la region transmembranal de DAP10, llevando asi a la estabilizacién del
complejo hexamérico formado (Lopez-Larrea y col., 2008) (Figure 6). DAP10 actua
como una molécula adaptadora que se encarga de transducir la sefial después de la
interaccion de NKG2D con sus ligandos gracias al dominio YxxM que recluta a la
subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) y a la proteina 2 de unidn al
receptor del factor de crecimiento (GRB2) (Wu y col., 1999; Chang y col., 1999). A
través de estas cascadas de sefalizacion se produce la reorganizacion del
citoesqueleto, permitiendo la polarizacion de las células NK y la liberacidon de los
granulos liticos, y la transcripcion de diversas citocinas y quimiocinas (Lanier,2008;

Longy col., 2013).
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Figura 6. Estructura y mecanismos de sefalizacidn celular del homodimero
NKG2D/DAP10

La expresién de NKG2D esta regulada por diversos mecanismos. En células NK y
en linfocitos T CD8*, diversas citocinas (IL2, IL7, IL12 e IL15) incrementan la expresién
de NKG2D en la superficie celular, mientras que TGF-B (Transforming growth factor
beta), IFNB1 (Interferon B-1) o la interleucina 21 (IL21) actdan inhibiendo su expresion
(Lanier y col., 2015). Por otra parte, algunos miRNAs como el miR-145 interaccionan
con la regién 3'UTR de NKG2D bloqueando su expresién e inhibiendo la actividad
citotéxica de las células efectoras (Espinoza y col.,, 2012). Otro mecanismo de
regulacién de NKG2D es la trogocitosis, mecanismo que consiste en la transferencia
intercelular de fragmentos intactos de membrana plasmatica o de proteinas asociadas.
Tras el contacto de la célula NK con su célula diana se produce la agrupacion de
moléculas en la zona de contacto conocida como NK-IS (NK immune sinapse). Roda-
Navarro y col. (Roda-Navarro y col., 2006) mostraron que el receptor NKG2D, tras
producirse el contacto entre la célula NKL y la célula 721.221 transfectada con MICB,
se localizaba en la zona de sinapsis y ademas aparecia en la superficie de la célula
diana disminuyendo la capacidad citotoxica de las células NKL. Pero, el principal
mecanismo de regulacidn de la expresion de NKG2D en la membrana celular es la

endocitosis. La interaccion de NKG2D con sus ligandos provoca la mono- o
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poliubiquitinacién de la molécula adaptadora DAP10 desencadenando Ia
internalizacion de NKG2D desde la membrana plasmatica al interior de los lisosomas
donde va a ser degradado. En células NK murinas se demostré que la interaccién de
NKG2D con su ligando, H60, reduce la expresion de DAP10 y DAP12 provocando la
internalizacién y degradaciéon de NKG2D. Sin embargo, la estimulacién con el ligando
Raele no degrada NKG2D sugiriendo que el grado de internalizacion y de degradacion
de NKG2D dependera del tipo de ligando con el que interaccione (Molfetta y col.,

2016).

3.3.- Los ligandos de NKG2D

El receptor NKG2D presenta la peculiaridad de interaccionar con multiples
ligandos expresados en la superficie de las células diana. Los ligandos de NKG2D
(NKG2DL) fueron descubiertos por primera vez en el afio 1996 en la linea murina F9
(derivada de un teratoma testicular embrionario) donde se observé que el tratamiento
con acido retinoico inducia la expresion del ligando murino Rae-1 (Zou y col., 1996).
Actualmente, en humanos se conocen dos familias diferentes de ligandos, la familia

MIC vy la familia de las ULBPs (Gonzalez y col., 2008; Eagle y col, 2009) (Figura 6):

La familia MIC esta comprendida por las moléculas MICA y MICB (MHC class-I
chain related protein A and B). Son moléculas de MHC no cldsicas que presentan una
estructura similar a las moléculas de MHC de clase | ya que contienen tres dominios
extracelulares (a1, a2 y a3) y se anclan a la membrana celular mediante un dominio
transmembrana (TM). Sin embargo, se diferencian de las moléculas de MHC clasicas en
gue no se unen a B2-microglobulina y no presentan péptidos antigénicos a las células T
(Groh y col., 1996). Se trata de una familia muy polimérfica ya que se han descrito mas

de 100 alelos para MICA y 40 alelos para MICB.

La familia de las ULBPs (UL16 binding proteins) esta formada por 6 miembros
(ULBPs1-6) y deben su nombre a que fueron descubiertas analizando los ligandos de la

glicoproteina HCMV o UL16 (Cosman y col., 2001; Eagle y col., 2009). Estas moléculas



Introduccion |76

presentan dos Unicos dominios extracelulares (al y a2) y se anclan a la membrana
celular mediante un dominio TM (ULBP4 y ULBP5) o a través de un dominio GPI
(Glycosyl-phosphatidil inositol) (ULBP1 y ULBP3). El ligando ULBP2 puede anclarse a la
membrana mediante ambos, region TM o dominio GPI (Fernandez-Messina y col.,

2011).

al a2 al a2

55355581 RSssss D Ressssssd Kssssss!
3233383

GPI
MICA ULBP1 ULBP2
MicB ULBP2 ULBP4
ULBP3 ULBP5

ULBP6

Figura 7. Estructura de los NKG2DL

La expresiéon de los NKG2DL en células sanas es restringida a ciertos tipos
celulares. Durante la hematopoyesis se ha observado expresién en la superficie de
células B, plaguetas, monocitos, granulocitos, células T y células dendriticas (Nowbakht
y col., 2005; Mistry y col., 2007). También se ha encontrado expresién de MICA, MICB
y/o ULBPs 1-3 en células sanas del epitelio gastrointestinal, en células madre
mesenquimales y en fibroblastos (Groh y col., 1996; Nowbakht y col., 2005; Spaggiari y
col., 2005; Zou y col., 2006; Shi y col., 2015). En el resto de células y en situaciones no
patoldgicas, la expresidn de los NKG2DL es nula o muy reducida. Sin embargo, bajo
determinadas situaciones patoldgicas como el cancer o las infecciones, la expresion de
los NKG2DL es incrementada en la superficie celular considerandose un indicador de

estrés celular.

En tumores, la expresion de cada ligando de NKG2D varia dependiendo del tipo

celular, siendo MICA y MICB mayoritariamente expresados en tumores de origen
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epitelial y las ULBPs en tumores de origen hematoldgico (Ullrich y col., 2013; Nausch y
col, 2009). Existen algunas controversias a la hora de determinar el significado de la
expresion de los NKG2DL en la superficie de las células tumorales. En algunos tipos
tumorales (melanoma, cancer colorrectal, cervical, mama, colangiocarcinoma,
carcinoma hepatocelular), la expresiéon de los NKG2DL estd asociada con un buen
prondstico de la enfermedad (Vetter y col., 2004; McGilvray y col., 2009; Cho y col.,
2014; de Kruijf y col., 2012; Tsukagoshi y col., 2016; Kamimura y col., 2012). Mientras
gue en cancer ovarico la expresiéon de ULBP2 se relaciona con una menor infiltracion
intraepitelial de linfocitos T, comportandose como un factor independiente de mal
prondstico de la enfermedad (Li y col., 2009; McGilvray y col., 2010). Asimismo, en
cancer gastrico la expresion de los ligandos MICA y MICB es incrementada en aquellos
tumores de mayor tamafio (>5 cm) asocidndose con una mayor progresién de la
enfermedad (Ribeiro y col., 2016). Estos resultados sefialan que tanto el patréon de
expresion como la significacidon clinica de los ligandos son dependientes del tipo

tumoral.

3.4.- Regulacion de los ligandos de NKG2D

La regulacion de los NKG2DL ocurre en los distintos niveles de su biogénesis:

regulacién transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional.

Regulacién transcripcional: La expresién de los NKG2DL se incrementa en
respuesta a diversos estimulos de estrés celular. Por ejemplo, tras un choque térmico,
la expresion de MICA y MICB aumenta debido a la presencia de elementos HSE (Heat
shock response elements) en su region promotora (Groh y col., 1996; Venkataraman y
col., 2007). La respuesta al dafio en el ADN causado por la radiacién ionizante o por
agentes farmacoldgicos (cisplatino o 5-fluoracilo) también induce la expresion de los
ligandos de NKG2D murinos (H60, MULT1, Rael) a través de la ruta de ATM (Ataxia
telangiectasia mutated) y ATR (ATM and Rad3-related) (Gasser y col., 2006). Ademas,
durante la transformaciéon maligna la expresién de los NKG2DL se incrementa en

diversos tumores como consecuencia de la sobreexpresidon de diversos oncogenes
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(BCR/ABL, c-MYC, RAS) (Terme y col., 2005; Liu y col., 2012; Nanbakhsh y col., 2014) o
factores de transcripcion (STAT3, E2F, NF-kB, SP1, Sp3, AP-1, AP-2, p53) (Molinero y
col., 2004; Lépez-Soto y col., 2006; Venkataraman y col.,, 2007; Bedel y col., 2011;
Textor y col., 2011; Jung y col., 2012). Diversas citocinas liberadas durante el desarrollo
tumoral, como TGF-B e IFN-y, reducen la transcripcion de los NKG2DL en lineas
celulares de glioma y sarcoma, respectivamente (Eisele y col., 2006; Schwinn y col.,
2009). Finalmente, agentes remodeladores de la cromatina tales como drogas
desmetilantes o inhibidores de HDACs incrementan la expresion de los NKG2DL en
células tumorales sugiriendo que ademas de una regulaciéon genética, los ligandos se
regulan mediante mecanismos epigenéticos (Rohner y col., 2007; Tang y col., 2008;
Schmiedel y col., 2011; Kato y col., 2007; Diermayr y col., 2008; Lépez-Soto y col.,
2009; Poggiy col., 2009; Lu y col., 2010; Huang y col., 2011; Berghuis y col., 2012; Wu
y col., 2012; Yan y col., 2013)

Regulacion post-transcripcional y post-traducional: Una elevada transcripcién
de los NKG2DL no siempre se corresponde con una elevada presencia de éstos en la
membrana celular sugiriendo que mecanismos de regulacién post-transcripcional
podrian afectar a la expresiéon de los NKG2DL. Diferentes estudios han puesto de
manifiesto que los NKG2DL estan regulados por diferentes miRNAs (miR-17-5-p, miR-
20a, miR-93, miR-106b, miR-373, miR-520, miR-34a, miR-34c) que se unen a la region
3’-UTR de los ligandos promoviendo la degradacion del mRNA o impidiendo su
traduccién (Raulet y col., 2013). La falta de reconocimiento de las células tumorales
por las células NK y T CD8* es también influenciada por la trogocitosis. Asi, se ha
descrito que MICA, MICB y las ULBPs 1-3 pueden transferirse desde la superficie de la
célula tumoral a la superficie de una célula T o de una célula NK manteniendo la
orientacién original y haciendo que estas células sean reconocidas por las células NK
autoldgas proponiéndose como un mecanismo de escape inmunoldgico del tumor
(Roda-Navarro y col., 2006; McCann y col., 2007; Domaica y col., 2009; Lépez-Cobo y
col., 2015). Para que ocurra este proceso es necesaria la interaccién entre el receptor y
el ligando. Aunque se conoce poco sobre este proceso y posteriores estudios son

necesarios para determinar el impacto de la trogocitosis en la evasion tumoral.
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Por ultimo, el mecanismo por excelencia implicado en la disminucién de los
NKG2DL en la superficie celular es el corte y liberacién de los ligandos en su forma

soluble, el cual describiremos detalladamente en el apartado 3.5.

3.5.- Liberacion de los NKG2DL

La liberacion de los NKG2DL en su forma soluble (sSNKG2DL) desde la superficie
celular al medio extracelular es la estrategia mds importante de evasiéon inmunoldgica
desarrollada por las células tumorales. Este proceso tiene dos consecuencias
importantes: una reduccién de la expresion de los NKG2DL en la superficie de la célula
tumoral y la capacidad de estas formas solubles de interaccionar con su receptor
NKG2D bloqueando el sitio de unién y provocando su internalizaciéon. En ambos casos
lo que se produce es un menor reconocimiento NKG2D-NKG2DL, impidiendo la lisis

celular y favoreciendo la progresién del tumor (Groh y col., 2002; Ashiru y col., 2010).

Existen dos mecanismos principales involucrados en la liberacién de los
sNKG2DL: el corte proteolitico de los NKG2DL a través de la accién de diferentes
metaloproteasas (MPs) (apartado 3.5.1) y el reclutamiento de los sNKG2DL en
particulas exosomales (apartado 3.5.2). Mientras MICA, MICB y ULBP2 son liberados
fundamentalmente por la accién de MP, ULBP1 y ULBP3 son mayoritariamente
secretadas dentro de particulas exosomales (Hedlund y col., 2009; Hedlund y col.,
2011; Fernandez-Messina y col., 2010). Sin embargo, se sabe que dependiendo del tipo
celular, de la expresién y la actividad de las proteasas o de la composicion lipidica de
los exosomas, los NKG2DL podran ser liberados por uno u otro mecanismo
indistintamente (Lépez-Cobo S y col., 2016). Ademas, se ha descrito que los ligandos
ULBP4 y ULBP5 presentan un coddén de parada prematuro localizado después de los
exones que codifican las regiones al y a2 de forma que carecen de dominio TM (Cao y
col., 2007; Eagle y col., 2009). Sin embargo, aunque estas moléculas generadas por
procesamiento alternativo se liberan en lineas celulares tumorales, no han sido

detectadas en tumores primarios.
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3.5.1.- Liberacidn proteolitica mediante la accion de MP

La expresién de las MPs es ubicua y su principal funcién consiste en degradar
componentes de la matriz extracelular. Se conocen tres familias diferentes de MP:
MMPs (Matrix metalloproteinase), ADAMs (A disintegrin and metalloproteinase) y
ADAMSs-TS (ADAM with trombospondin motifs). Diferentes miembros de MMP y ADAM

han sido involucrados en la liberacion de los NKG2DL (Tabla 4).

MP Diana Tipo tumoral Ref
MMP2 MICA Carcinoma renal Yangy col., 2014.
MMP9 MICA, MICB Céancer de mama, glioma, Kim y col., 2004; Eisele y col., 2006; Sun y
osteoscarcoma col., 2011; Yamanegi y col., 2012;

Yamanegiy col., 2012

MMP14 MICA Céncer de prostata Liu y col., 2010

ADAM9 MICA Carcinoma hepatocelular Kogha y col., 2010; Kogha y col., 20

ADAM10 MICA, MICB, ULBP2, Transfectos C1R-MICA, cancer de Waldahuery col., 2008; Barsoum y col.,
ULBP3 préstata, cancer de mama, glioma 2011; Chitadze y co., 2013; Wolpert y

col., 2014; Camodeca y col., 2016;

ADAM15 MICB Céncer pancreético Duany col., 2013

ADAM17 MICA, MICB, ULBP2 Transfectos C1R-MICA, transfectos Waldahuery col., 2008; Boutet y col.,
U373-MICB, transfectos CV1-MICB, 2009; Wolpert y col., 2014
glioma

Tabla 4. Metaloproteasas implicadas en la liberacion de los SNKG2DL.

La familia de las MMPs son un grupo de 24 zinc endopeptidasas capaces de
degradar componentes de la matriz extracelular. Su funcion en el desarrollo del cancer
es esencial ya que participan en diversos procesos tales como supervivencia,
crecimiento, angiogénesis, migracion o invasion tumoral (Noél y col., 2012). MMP2 y
MMP14 regulan la liberacién de MICA en carcinoma renal y cancer de préstata (Yangy
col., 2014; Liu y col.,, 2010) mientras que MMP9 ha sido involucrada tanto en la
liberacion de MICA como de MICB en células de glioma, osteoscarcoma y cancer de
mama (Kim y col., 2004; Eisele y col., 2006; Sun y col., 2011; Yamanegi y col, 2012;
Yamanegi y col, 2012; Camodeca y col., 2016). Aunque se desconoce el sitio especifico

donde se produce el corte proteolitico por parte de las MMP en MICA y MICB, se sabe
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que tiene lugar en la proximidad del dominio a3 extracelular (Waldhauer y col., 2008;

Wu vy col., 2009).

De forma similar, la familia de las ADAMs también juega un papel importante en
el desarrollo tumoral ya que participan en la activacién de factores de crecimiento, la
liberacion de proteinas de adhesién celular y en la angiogénesis (Duffy y col., 2011).
ADAMY9 y ADAMI10 han sido implicadas en la liberacion de MICA y MICB,
respectivamente, en células de tumores hepaticos y pancredticos (Kohga y col., 2010;
Duan y col., 2013). Sin embargo, ADAM10 y ADAM17 son las proteasas esenciales
implicadas en la liberacion de los NKG2DL, tanto de MICA, MICB como de ULBP2 y en
diferentes tipos de tumores (Waldahuer., 2006; Waldahuer y col., 2008; Boutet y col.,
2009; Barsoum y col., 2011; Chitadze y col., 2013; Wolpert y col., 2014). La liberacion
de MICA y MICB en su forma soluble es promovida por el reclutamiento de estos
ligandos a regiones de membrana resistentes a detergentes (DRM; Detergent-resistant
membrane microdomains) donde se localiza la proteasa ADAM17 y donde se lleva a
cabo el corte proteolitico (Boutet y col., 2009; Tellier y col., 2006). En el caso de MICA,
la palmitoilacién, es decir, la adicién de un acido graso de 16 carbonos a residuos de
cisteina del tallo citoplasmatico es el mecanismo responsable del reclutamiento de

este ligando en a las regiones DRM (Agliera-Gonzalez y col., 2011).

Ademas, para que tenga lugar el corte proteolitico de MICA a través de las MP es
necesaria la unién de la chaperona ERp5 (Endoplasmic reticulum protein 5) al dominio
a3 extracelular de MICA (Kaiser y col., 2007; Huergo-Zapico y col., 2012). Elevados
niveles de expresion de ERp5 y de GRP78 (78 KDa glucose-regulated protein), otra
chaperona del reticulo endoplasmatico, se han asociado con una mayor liberacién de
MICA en pacientes con linfoma de Hodking y leucemia linfoide crénica (Zocchi y col.,
2012; Huergo-Zapico y col., 2012) sugiriendo que ambas proteinas juegan un papel

importante en la regulacidon de sMICA en cancer.

En la Figura 8 se resumen los mecanismos de liberacidn proteolitica comentados

en esta seccion.
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Figura 8. Mecanismos envueltos en la liberacion proteolitica de MICA, MICB y ULBP2.

3.5.2.- Liberacion en particulas exosomales

Los exosomas son vesiculas de pequefio tamafio (30-100 nm) que son liberadas
al medio extracelular mediante la fusiéon de cuerpos multivesiculares con la membrana
plasmatica (Zhang y col., 2011). Los exosomas presentan un contenido particular de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos que hace pensar que el reclutamiento de las
proteinas en las particulas exosomales dependera de las caracteristicas bioquimicas de
las propias proteinas, asi como de una apropiada composicion lipidica (Lépez-Cobo y

col., 2016).

Aunque todos los NKG2DL han sido detectados en exosomas, la liberacién
dentro de particulas exosomales es mas comun para el alelo MICA*008, ULBP1 y
ULBP3 (Figura 9). Al igual que ULBP1 y ULBP3, el alelo MICA*008 presentan un
dominio GPI de anclaje a la membrana plasmatica lo que sugiere que este dominio

podria ser el responsable de su aparicion en exosomas (Ashiru y col., 2013).
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Figura 9. Liberacion de los NKG2DL dentro de particulas exosomales. MVB: cuerpo multivesicular.

Estudios de la funcionalidad de estos exosomas en los procesos tumorales han
revelado resultados contradictorios. Clayton y col. (Clayton y col., 2008) observaron
que exosomas aislados de lineas celulares de mesoteliomas malignos conteniendo
TGF-B y los ligandos MICA, MICB y ULBP2 inducen una disminucion del receptor
NKG2D tanto en células NK como en linfocitos T CD8*. Sin embargo, otros autores
mostraron que la vacunacion con exosomas derivados de células dendriticas que
contienen el receptor de la interleucina 15 (IL-15Ra) y ULBP1 restaura la funcionalidad
de las células NK en pacientes con melanoma (Viaud y col., 2009). Aunque en estos
estudios no se ha podido determinar si la modulacidon de la expresion de NKG2D tras el
contacto con los exosomas puede ser debida a la accion de lo ligandos o de las

citocinas que llevan en su interior.

Numerosas evidencias ponen de manifiesto que los exosomas juegan un papel
fundamental en cancer ya que son capaces de transferir al medio extracelular diversas
proteinas (TP53, KRAS, TGF-B...) y acidos nucleicos (miRNAs) modulando procesos

envueltos en el desarrollo del cancer como el crecimiento celular, migracion,
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angiogénesis o metastasis (Azmi y col., 2013; Zhang y col., 2015). Debido a ello, las
diversas proteinas alojadas dentro de las particulas exosomales han sido propuestas
como nuevos biomarcadores para la prediccion, el diagndstico, el prondstico y la
monitorizacién de diversos tipos tumorales como el cdncer de mama, prdstata, ovario,
pancreas, colon o el glioblastoma (Soung y col., 2017). Ademas, los exosomas también
han sido considerados como estrategias terapéuticas en cdncer. Los dexosomas,
exosomas derivados de células dendriticas, son capaces de estimular a las células T
CD4*, T CD8*y a las células NK inhibiendo el desarrollo tumoral y se encuentran en fase
de estudio en tumores como el cancer de colon, pulmén o el melanoma (Tan Ay col.,
2010; Pitt y col., 2014). Otras terapias alternativas consistirian o bien en la bien la
utilizacién de los exosomas como vehiculos de tratamiento, por ejemplo, como
portadores de siRNA o drogas especificas frente a una diana tumoral (Zhang y col.,

2013).

3.5.3.- Papel de los SNKG2DL en cancer

Desde el descubrimiento de la liberacién de los NKG2DL en su forma soluble,
multiples estudios han revelado la presencia de estos en el suero de pacientes
diagnosticados con diferentes malignidades. La liberacién de uno u otro ligando ha
sido estrechamente relacionada con el tipo de patologia tumoral (Tabla 5). Asi, en
tumores de origen hematolégico se ha observado que todos los NKG2DL (MICA, MICB,
ULBPs 1-3) pueden ser liberados al medio extracelular, mientras que MICA es el
ligando que se libera con mayor frecuencia en tumores de origen epitelial seguido de

la liberacion de MICB y en menor medida ULBP2.
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Tabla 5. Estudios publicados sobre la presencia de los sNKG2DL en el suero de pacientes diferentes
malignidades y su relacién con la evolucidn y el prondstico de la enfermedad. LMA, leucemia mieloide
aguda; LLA, leucemia linfocitica aguda; LMC, leucemia mieloide crénica; LLC, leucemia linfocitica crénica;
LNH-T, linfoma no Hodking de células T; CHC, carcinoma hepatocelular; CPCNP, cancer de pulmdn de
células no pequenfias; RC, remision completa; SLT, supervivencia libre de tratamiento; SLE, supervivencia

libre de enfermedad; SG, supervivencia global.

La liberacidn de los ligandos solubles desde la superficie de las células tumorales
es capaz de reducir la immunogenicidad facilitando la progresion del tumor. De hecho,
en pacientes con leucemia linfoide crénica, la presencia de formas solubles para MICA,
MICB y ULBP2 se ha asociado con una peor supervivencia libre de tratamiento (Nlckel
y col., 2010). De la misma forma, los niveles solubles de MICA, MICB o ULBP2 se
relacionan con una peor supervivencia y progresién de la enfermedad en diversos
tumores solidos (Paschen y col.,, 2009; Tamaki y col.,, 2010; Duan y col.,, 2011;
Yamaguchi y col., 2012; Wu y col., 2013; KI6B y col., 2015). En pacientes con carcinoma
hepatocelular infectados por el virus de la hepatitis B, los niveles de sMICA se han visto
asociados con un peor prondstico de la enfermedad sugiriendo que Isu cuantificacion
podria ser util como un nuevo biomarcador predictivo del curso de la enfermedad
(Kumar y col.,, 2012). Ademas de ser utiles como factores de prondstico de la
enfermedad, los sNKG2DL también pueden ser utilizados como biomarcadores de
diagndstico. En cancer pancredtico, los niveles de MICA y MICB solubles son lo
suficientemente sensibles y especificos como para discriminar entre pacientes e
individuos sanos de forma similar a lo que ocurre con el biomarcador CA19-9
(Carbohydrate antigen 19-9), hasta ahora el mas fiable en el diagndstico de esta

patologia (Chung y col., 2011).

Todos estos datos sugieren que los NKG2DL son liberados durante el desarrollo
del tumor y que a diferencia de lo que ocurria con la expresion de estos ligandos en la
membrana celular, se asocian claramente con un mal prondstico de la enfermedad.
Por este motivo, es importante conocer los mecanismos implicados en la liberacién de
los ligandos de NKG2D para potenciar el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

gue bloqueen la liberacion de los NKG2DL potenciando la inmunidad antitumoral.
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4. EL RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO EN LA LMA

Desde un punto de vista tedrico, las células de LMA deberian de ser potenciales
dianas de los linfocitos T y células NK. Estas células expresan antigenos asociados a la
leucemia, moléculas de MHC-1 y —II, moléculas coestimuladoras y ligandos de NK los
cuales podrian ser reconocidos por las células inmunes activandolas e induciendo la
lisis de la célula tumoral. Sin embargo, la realidad es muy distinta, y aunque los
agentes quimioterapéuticos frente a la LMA permiten una remisién completa de la
enfermedad en mas del 50% de los casos, las recaidas son muy frecuentes sugiriendo
que las células leucémicas residuales son capaces de escapar del sistema inmunitario.
Esto es debido a que las células de LMA son capaces de generar un microambiente
inmunosupresivo donde tanto la respuesta inmune innata como adaptativa estan
profundamente desreguladas. Los principales mecanismos de evasién desarrollados
por los blastos mieloides estan recogidos en la Figura 10 (Barret y col., 2010). Por un
lado, los blastos mieloides inhiben la lisis mediada por los linfocitos T citotdxicos
debido a la presencia de defectos en la sinapsis inmunoldgica, a la disminucidon de
moléculas coestimuladoras o a la expresién de la proteina CLIP (The class ll-associated
invariant chain self-peptide) y del ligando de GITRL (Glucocorticoid-induced tumour
necrosis factor-related protein) (Figura 10A). Ademas, las células de LMA tienen la
capacidad de generar células dendriticas leucémicas que tienen la capacidad de
bloquear a los linfocitos T citotéxicos induciendo la anergia de las células T y de
generar células T reguladoras (Figura 10B). Finalmente, el reconocimiento
inmunolégico mediado por las células NK también se ve afectado debido a un aumento
de la expresidon de moléculas de MHC de clase |, a la expresién de receptores de
inhibicion KIR, a la liberacién de los NKG2DL en su forma soluble, y como consecuencia,

a la disminucién de NKG2D (Figura 10C).
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Defecto sinapsisinmunoldgica
Disminucién de moléculas coestimuladoras|
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Figura 10. Interaccidon del sistema inmune con la LMA. A. Efecto de las células de LMA
sobre los linfocitos T citotdxicos (CTL). B. Efecto de las células dendriticas de las células de
LMA sobre los TCL y los linfocitos T reguladores (Treg). C. Efecto de las células de LMA sobre

la actividad de las células NK.

4.1.- Disfuncionalidad de las células NK

Las células de LMA son capaces de escapar del reconocimiento mediado por las
células NK. Esto es debido a que las células tumorales adquieren caracteristicas
invasivas que las hacen menos susceptibles al reconocimiento inmunolégico y a la
disfuncionalidad de las células NK de pacientes con LMA. La expresion de NKG2D, asi
como de otros receptores de activacion (DNAM-1, NCRs) de las células NK es mucho
mas reducida en pacientes con LMA asocidndose con una mayor probabilidad de
recaida de la enfermedad (Ingram y col., 2009; Lion y col., 2012). Estudios recientes
han corroborado estos datos observando que la expresion de NKG2D, DNAM-I, NKp30
y NKp46, y la produccion de perforina e IFN-y se reduce células NK de pacientes con
LMA (Khaznadar y col., 2015; Sandoval-Borrego y col., 2016). Ademds de un descenso

en la expresion de receptores de activacién, también se produce un incremento en la
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expresion de los receptores de inhibicion como NKG2A, NKG2C, CD158b y receptores
KIR (KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2) (Verheyden y col., 2004; Nguyen S y col.,
2005; Sandoval-Borrego y col.,, 2016). Como consecuencia de este desbalance de
receptores, es decir, del incremento de receptores de inhibicidn y del descenso de
receptores de activacion, las células NK de pacientes con LMA van a ser incapaces de

reconocer a los blastos mieloides dando lugar a la progresidn de la enfermedad.

Cuando las células NK interaccionan con las células leucémicas se produce la
disminucion de la expresidon de la molécula CD16 debido a la accién de MP como
ADAM17, lo que desencadena la pérdida de funcionalidad de las células NK (Arriga y
col., 2015). Como consecuencia de ello, la utilizacidon del anticuerpo CD16 x CD33 BIKE
gue bloque la liberacién de CD16 y activa a las células NK frente a la LMA ha sido
propuesto como estrategia terapéutica (Wiernik y col., 2013). Adicionalmente, otros
factores pueden afectar a la funcionalidad de las células NK como la proteina GSK3-
(Glycogen synthase kinase beta). Esta proteina, sobreexpresada en diversos tipos
tumorales como la LMA, es una serina-treonina quinasa implicada en diversas rutas de
sefalizacion como la via Wnt/B-catenina y NFkB, y participa en diversos procesos
bioldgicos como proliferacién celular, inflamacidn y apoptosis (Doble y col., 2003). Ha
sido descrito que la inhibicién farmacoldgica de GSK3-B es capaz de activar la via NF-kB
provocando la liberacién de TNF-a por las células NK y la expresién de ICAM-1 en las
células de LMA potenciando la capacidad litica de las células NK la lisis de las células de
LMA sugiriendo esto como un posible tratamiento para la LMA (Parameswaran y col.,

2016).

En base a estos datos, el conocimiento de los mecanismos de evasion
inmunoldgicos desarrollados por los blastos mieloides podria ser de gran relevancia
para la generacién de terapias inmunoldgicas alternativas a los tratamientos
convencionales de la LMA. Actualmente, los estudios en inmunoterapia estan dirigidos
a incrementar la expansidon de las células NK, asi como la busqueda de drogas
inmunomoduladoras que mejoren la susceptibilidad de las células leucémicas al
sistema inmune. Una de las terapias propuestas consiste en el trasplante de células NK

alogénicas las cuales mantienen sus propiedades citotéxicas permitiendo el
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reconocimiento de las células leucémicas (Lim y col.,, 2015). Otras estrategias
alternativas estan basadas en la modulacién directa o indirecta de la actividad de las
células NK del paciente con LMA (Lion y col., 2012). La modulacidn directa radica en el
uso de diversas citocinas (IFN-a, IL15), en el bloqueo de la citocina TNF-B o en el uso de
anticuerpos frente a los receptores KIR para potenciar la actividad de las células NK. La
modaulacién indirecta permite potenciar el reconocimiento inmunoldgico mediado por
las células NK aumentando la presentacién antigénica de las células dendriticas
derivadas de la LMA, o aumentando la expresion e inhibiendo la liberaciéon de los
ligandos de los receptores de activacion de las células NK, como de NKG2D, objetivo

principal de esta tesis doctoral.

4.2.- Expresion y liberacion de los NKG2DL

La ausencia del reconocimiento inmunitario mediado por la interaccion NKG2D-
NKG2DL en la LMA, puede ser provocada por una disminucidn de la expresion de los
NKG2DL en la superficie de los blastos mieloides o por un incremento de la liberacién

de los ligandos en su forma soluble.

Pende y col. (Pende y col., 2005) mostraron por primera vez que mientras los
ligandos del receptor de activacion DNAM-1 (Nectin-2, PVR) se expresan
frecuentemente en pacientes con LMA, los NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 1-3) no se
expresan o lo hacen a muy bajos niveles. Estos resultados fueron posteriormente
confirmados observandose que la expresién de las ULBPs 1-3 es nula o muy baja en el
80% de los pacientes con LMA (Nowbakht y col., 2005). Ademas, la expresion de los
NKG2DL varia entre los diferentes subtipos (clasificacién de la FAB) siendo escasa en
los subtipos M1-M3 mientras que en los subtipos monociticos (M4-M5) se expresan
frecuentemente (Diermayr y col. 2008). A pesar de esto, algunos estudios revelaron
resultados opuestos observando que la expresion de los ligandos de NKG2D entre los
pacientes con LMA es heterogénea tanto a nivel transcripcional como en la superficie
celular, siendo MICA el ligando que se expresa con mayor frecuencia (Salih y col.,

2003). Estudios posteriores determinaron que MICA y MICB se expresan en el 50% de
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los pacientes con LMA (Sanchez-Correa y col. 2011). Quiza el estudio mas importante
realizado hasta la fecha en pacientes con LMA, debido al gran tamafio muestral, es el
realizado por Hilpert y col. (Hilpert y col., 2012) donde a pesar de la expresidn
altamente heterogénea de los ligandos de NKG2D en blastos mieloides, el 70% de los
pacientes expresan al menos un NKG2DL siendo MICA el ligando mas frecuente

mientras que ULBP2 es el menos abundante.

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la expresién de los NKG2DL en la
superficie celular, esta claramente aceptado que los NKG2DL estan presentes en altos
niveles en el suero de pacientes con LMA. Salih y col. (Salih y col., 2003) observaron
por primera vez que MICA y MICB se liberan en su forma soluble al suero de pacientes
diagnosticados con LMA. Posteriores estudios confirmaron que los niveles de todos los
ligandos solubles, excepto ULBP1, son significativamente superiores en el suero de
pacientes con LMA respecto a controles sanos y que el 90% de estos pacientes
liberaban al menos un ligando en su forma soluble (Diermayr y col., 2008; Hilpert y
col., 2012). La presencia de estos ligandos solubles se traduce en una disminucion
significativa de la expresion del receptor NKG2D en las células NK de pacientes con
LMA y por lo tanto impide el reconocimiento inmunoldgico de los blastos mieloides.
Estudios en profundidad son necesarios para determinar la importancia funcional de

estos NKG2DL solubles en la progresién de la LMA.

4.3.- Estrategias terapéuticas dirigidas a potenciar |la

interaccion NKG2D-NKG2DL.

Potenciar la interaccion de NKG2D con sus ligandos facilitara el reconocimiento
inmunolégico de las células tumorales, y por lo tanto su progresion. Por ello,
numerosas estrategias terapéuticas, como el uso de agentes quimioterapéuticos, la
inhibicidn de las MPs o tratamientos epigenéticos, estan siendo dirigidas a potenciar la
expresion de los NKG2DL o bloquear la liberacién de sus formas solubles en diversos

tipos tumorales, incluida la LMA.
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4.3.1.- Agentes quimioterapéuticos

Se ha descrito que algunos agentes quimioterapéuticos pueden modular la
presencia de los NKG2DL en la superficie celular incrementando su expresion. Asi el
bortezomib, un inhibidor del proteasoma aprobado para el tratamiento del mieloma
multiple, incrementa la expresién de MICA, MICB, ULBP1 y de otros ligandos de
activacion como Nectin-2 y PVR en la superficie celular incrementando la citotoxicidad
mediada por células NK y y&T (Fernandez-Messina y col., 2016; Niu y col., 2017).
Recientemente, se ha publicado que diversos agentes quimioterapéuticos
(citocalasadina D, nocodazol, docetaxel) producen hiperploida lo que conduce a un
incremento de la expresién de los ligandos de NKG2D y DNAM-1 favoreciendo el

reconocimiento inmunolégico de las células tumorales (Acebes-Huerta y col, 2016).

Otros agentes quimioterapéuticos modulan la presencia de los NKG2DL a través
de la inhibicidn de las MPs vy, por lo tanto, de la liberacién de los ligandos en su forma
soluble. Las antraciclinas, epirubicina y doxorubicina, utilizadas como tratamiento en
hepatocarcinoma, inhiben la expresion de ADAM10 en lineas celulares (HepG2 y
PLC/PRF/5) disminuyendo la liberacion MICA en su forma soluble y, por lo tanto,
incrementado su expresion en la superficie celular (Kogha y col., 2009). El sorafenib, un
inhibidor del angiogénesis capaz de incrementar la supervivencia en pacientes con
hepatocarcinoma, también produce una disminucién de MICA soluble como
consecuencia de la disminucion de la expresion de la proteasa ADAM9 (Kohga y col.,

2010).

4.3.2.- Inhibicion de las MPs

El bloqueo de la actividad de las MPs con inhibidores especificos ha sido sugerido
como una prometedora estrategia terapéutica dirigida a bloquear la liberacion de los
ligandos de NKG2D, principalmente MICA, MICB y ULBP2, en su forma soluble con el
fin de potenciar la inmunidad antitumoral. Inhibidores de amplio espectro de las

MMPs, MMPI Il y MMPI lll, son capaces de reducir la liberacion de MICA y ULBP2 en
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células transfectadas C1R-MICA y C1R-ULBP2 (Yamanegi y col., 2012; Waldahuer y col.,
2006). La inhibicion farmacolégica de MMP9 en la linea celular NUGC-3 de cancer
gastrico aumenta la expresion de MICA, MICB y de ULBP2 en la membrana celular y
disminuye la liberacion de éstos en su forma soluble (Shiraishi y col., 2016). Ademas, se
ha observado una correlacién inversa entre la expresion de MMP9 y la expresidon de
MICA, MICB y ULBP2 en estas células. El tratamiento con inhibidores especificos de
ADAM10 (GW280264X) y ADAM17 (y GI254023X) reduce la liberacion de MICA soluble
en las células transfectadas C1R-MICA (Waldhuer y col., 2008). Adicionalmente, el
BB94 (Batismatat), inhibidor de MMPs y ADAMs, es capaz de reducir la liberacién de
MICA, MICB y ULBP2 (Waldahuer y col., 2006; Boutet y col., 2009; Waldahuer y col.,
2008). Sin embargo, la principal desventaja del uso de estos inhibidores farmacolégicos
es que se trata de inhibidores de amplio espectro lo cual dificulta su posterior uso en

clinica como agentes antitumorales.

Los TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteinases) son inhibidores endégenos de
las MPs que regulan la actividad de estas durante el remodelamiento de la matriz
extracelular (Baker y col., 2002). Se conocen cuatro miembros de TIMPs (TIMP1,
TIMP2, TIMP3 y TIMP4) pero Unicamente TIMP1 y TIMP3 son capaces de inhibir MPs
implicadas en la liberacidon de los NKG2DL, aunque lo hacen con diferente afinidad.
Mientras TIMP1 es un inhibidor de baja afinidad de MMP9, MMP14 y ADAM10; TIMP3
es un potente inhibidor de MMP9, ADAM10 y de ADAM17 (Bourboulia y col., 2010;
Brew y col., 2010). TIMP1 es capaz de modular las MPs involucradas en la liberacion de
MICA, MICB y ULBP2, pero su papel directo en la produccion de los ligandos solubles es
aun desconocido. Sin embargo, se ha visto que la adicién de TIMP3 exdgeno al medio
de cultivo en células transfectadas con MICB reduce la liberacién de este ligando al
medio extracelular (Boutet y col., 2009). Por lo tanto, conocer los mecanismos de
regulacién de TIMP3 podria ser de gran utilidad en el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas que bloqueen la liberacidon de los ligandos solubles de NKG2DL.
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4.3.3.- Drogas epigenéticas

Se ha descrito que diferentes drogas epigenéticas que modulan la acetilacién
de histonas y la metilacién del ADN regulan tanto la expresién como la liberacion de
los NKG2DL en diversos tumores. Inhibidores de histona deacetilasas como el
valproato sddico disminuyen la expresion de la MMP9, incrementando la presencia de
MICA y MICB en la superficie de células de osteosarcoma y disminuyendo su liberacion

al medio extracelular (Yamanegiy col., 2012).

El tratamiento con tratamientos hipometilantes (AZA, DAC) solo o en
combinacidn con otros tratamientos (tricostatina A, vitamina D3, briostatina, factores
de crecimiento mieloide...) induce la expresién de MICA, MICB y ULBPs 1-3 en la
superficie de lineas celulares leucémicas (HL60, K562, Raji) y en cultivos primarios de
blastos mieloides (Rohner y col., 2007; Schmiedel y col., 2011; Tang y col., 2008).
Ademas, algunos autores han sugerido que el incremento en la expresion de los
ligandos MICA, MICB, ULBP1 y ULBP3 tras el tratamiento con DAC en la linea celular
HL60 puede ser debido a la inhibicién de la via JAK/STAT3 (Zhu y col., 2015). Todos
estos datos indican que los inhibidores de las DNMTs, azacitidina y decitabina, causan
un incremento de los NKG2DL en la superficie de células tumorales promoviendo el

reconocimiento inmunoldgico mediado por las células NK.

Adicionalmente, tratamiento con otros agentes remodeladores de la cromatina,
como inhibidores de HDACs (valproato sddico, tricostatina A), también inducen la
expresion de MICA, MICB, ULBP1 y ULBP2 en lineas celulares de leucemia y en cultivos
primarios de pacientes con LMA incrementando la capacidad litica de las células NK
(Kato y col., 2007; Diermayr y col., 2008; Lu y col., 2010). Estudios en lineas celulares
de otros tipos tumorales (carcinoma renal, mieloma, sarcoma, cancer de ovario...)
muestran que la inhibicion de las HDACs también produce un incremento de la
expresion de MICA, MICB y las ULBPs 1-3 (Lopez-Soto y col., 2009; Huan y col., 2011;
Yang y col., 2013; Wu vy col., 2012; Berghuis y col., 2012). Ademas de producir un
incremento en la expresiéon de los NKG2DL, el tratamiento con inhibidores de HDACs

(acido transretinoico, valproato sédico) produce una disminucion de la liberacién de
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MICA, ULBP2 y ULBP3 tanto en lineas celulares como en cultivos primarios de LMA
(Poggi y col., 2009). Otro agente hipometilante, hidralazina, en combinacién con
valproato sdédico, reduce la liberacion de MICA y MICB promoviendo la expresion de
éstos en la membrana de lineas celulares de cancer de mama y préstata (Chavez-

Blanco y col., 2011).

El incremento de la expresidon de los NKG2DL en la membrana celular tras el
tratamiento con agentes remodeladores de la cromatina sugiere que los mecanismos
epigenéticos juegan un papel muy importante en la regulacién de los ligandos durante
el desarrollo tumoral. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para determinar

los mecanismos de accién de estos tratamientos e identificar sus dianas especificas.






II1. OBJETIVOS
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El sistema inmune innato, y en particular las células Natural Killer (NK) tienen
un papel esencial en el control del desarrollo tumoral. En concreto, la interaccion entre
el receptor activador NKG2D y sus ligandos (MICA, MICB y ULBPs 1-6) ha sido
propuesta como clave para promover la actividad de las células NK frente a los
tumores. Sin embargo, las células tumorales han desarrollado diversas estrategias para
evitar este reconocimiento inmune tales como una reducida expresiéon de los ligandos
de NKG2D (NKG2DL) en la superficie celular o la liberacion de estos al medio
extracelular como moléculas solubles. Por lo tanto, las estrategias terapéuticas
actuales estan siendo dirigidas a incrementar la expresion de los NKG2DL e impedir su
liberacion mediante el uso de diversos farmacos entre los que se encuentran los

tratamientos epigenéticos.

El uso de agentes hipometilantes ha supuesto en los ultimos afios una revolucién
en el tratamiento de diversos tumores. En concreto, en la leucemia mieloide aguda y
sindromes mielodispldsicos donde la supervivencia es muy reducida, siendo los
resultados observados enormemente esperanzadores. Por lo tanto, elucidar los
efectos que la metilacidn del ADN vy el tratamiento con agentes hipometilantes tienen
en la regulacién de los NKG2DL podria ser de gran relevancia para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas que favorezcan el reconocimiento inmune mediado

por la interaccion NKG2D-NKG2DL.

En consecuencia, y como objetivo principal de esta Tesis Doctoral, nos
planteamos estudiar la implicaciéon que los tratamientos desmetilantes tienen en la
regulacién de los NKG2DL y su contribucién al reconocimiento inmunoldgico en el
contexto de la leucemia mieloide aguda. Los objetivos especificos de este trabajo han

sido:

1.- Caracterizar el patrén de expresion de los ligandos de NKG2D en
diversos tumores hematoldgicos y sélidos, y determinar la implicacién que la

metilacion del ADN tiene en la regulacién de su expresion.
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2.- Analizar el efecto de los tratamientos desmetilantes (AZA y DAC) en la
liberacion de los NKG2DL en su forma soluble e identificar los mecanismos

moleculares implicados.

3.- Evaluar las consecuencias funcionales, in vitro e in vivo, que los
tratamientos con agentes hipometilantes tienen en la expresién y liberacion de

los NKG2DL, y en el reconocimiento inmune mediado por células NK.



IV. RESULTADOS
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En los trabajos incluidos en esta tesis doctoral se han utilizado diversas lineas
celulares tumorales para los estudios in vitro, asi como muestras bioldgicas de
pacientes con leucemia mieloide aguda procedentes del Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario Central de Asturias y del Hospital Reina Sofia de Cérdoba, asi
como del Servicio de Inmunologia del Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia, del
Servicio de Hematologia del Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena y
del Servicio de Hematologia del Hospital Puerta del Hierro de Madrid. Las muestras de
pacientes diagnosticados de cancer de colon proceden del Hospital Puerta de Hierro
de Madrid y los controles sanos han sido derivados desde el Centro Comunitario de

Sangre y Tejidos de Asturias y desde el Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia (Tabla

6).
Trabajo Material Biolégico
Articulo 1: Lineas celulares:
Methylation of NKG2D ligands - LMA: HL60, KG1A, NB4, HELR, MV4-11, MOLM-13, KASUMI-1.
contributes to immune - LLA: RS411, KOPNS, JURKAT, REH.
system evasion in acute - Hepatocarcinoma: HUH7, SNU354, ALEX, SNU368.
myeloid leukemia - Cdncer de colon: SW480, SW620, HCT116, HT29, RKO.
- Células NK: NKL
Muestras de pacientes:
- ADN de controles sanos (n=25) procedentes del Centro de Comunitario de Sangre y
Tejidos de Asturias. ADN de pacientes con LMA (n=60) diagnosticados en el Hospital
Reina Sofia de Cérdoba.
- ADN de muestras pareadas de tejido normal y tumoral de pacientes diagnosticados
con cdncer de colon (n=44) procedentes del Hospital Puerta de Hierro, Madrid.
Articulo 3: Lineas celulares:
Increasing TIMP3 expression - LMA: KG1A, NB4

by hypomethylating agents Muestras de pacientes:

diminishes soluble MICA, - ADN de médula d6sea de controles sanos (n=25) y pacientes con LMA (n=90)
MICB and ULBP2 shedding in procedentes del Hospital Virgen de la Arrixaca de Murcia y del Hospital General
acute myeloid leukemia, Universitario Santa Lucia de Cartagena de Murcia.
facilitating NK cell-mediated - Sueros de pacientes con LMA antes y después del tratamiento con Vidaza® (n=12)
immune recognition procedentes del Hospital Universitario Central de Asturias.

- Células de médula dsea de pacientes con LMA antes y después del tratamiento con

Vidaza® (n=5) procedentes del Hospital Clinico San Carlos, Madrid.

Tabla 6. Material bioldgico utilizado en la presente Tesis Doctoral. LMA: leucemia mieloide aguda; LLA:
leucemia linfoide aguda.
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1. LA METILACION DEL ADN EN LOS NKG2DL CONTRIBUYE A LA
EVASION DEL SISTEMA INMUNE EN LA LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA

ANTECENDES: Las células NK son componentes del sistema inmune innato esenciales
en la inmunovigilancia del cancer. La actividad de las células NK esta regulada por un
balance exhaustivo entre los receptores de activacién y de inhibicién expresados en su
superficie celular que reconocen ligandos especificos presentes en la célula diana.
NKG2D es uno de los principales receptores de activacion de las células NK, que
también se expresa en células NKT, y& T, ap CD8*, y el cual es capaz de reconocer
multiples ligandos como MICA, MICB y ULBPs 1-3, entre otros. La expresidn de estos
ligandos es reducida o ausente en condiciones normales, pero se induce durante el
desarrollo tumoral favoreciendo el reconocimiento del tumor por células inmunes. A
pesar de ello, las células tumorales han desarrollo diversos mecanismos para reducir la
expresion de los NKG2DL y con ello evadir la respuesta inmunolégica. Como
consecuencia de ello, numerosas estrategias terapéuticas estdn siendo dirigidas a
incrementar la expresidon de los NKG2DL en la superficie de las células tumorales para
facilitar la interaccion NKG2D-NKG2DL y la eliminacion del tumor por las células

inmunes citotoxicas.

Ademas, durante el desarrollo del tumor, los mecanismos que controlan la
metilacion del ADN pueden estar desregulados desencadenando la sobreexpresidn de
oncogenes o la inhibicidn de genes supresores tumorales. De hecho, tratamientos con
agentes desmetilantes (azacitidina y 5-aza-2’-deoxicitidina) son actualmente utilizados
en la practica clinica para el tratamiento de pacientes con sindromes mielodispldsicos y
LMA. Por lo tanto, en este trabajo nos planteamos analizar la implicacién que la
metilacion del ADN tiene en la regulacién de la expresion de los NKG2DL en diversas

patologias tumorales, y especialmente en la LMA.

Articulo 1: “Methylation of NKG2D ligands contributes to immune system
evasion in acute myeloid leukemia.” Baragafio Raneros A, Martin-Palanco

V, Fernandez AF, Rodriguez RM, Fraga MF, Lopez-Larrea C, Suarez-Alvarez

)

B. Genes Immun. 2015; 16: 71-82.

\
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RESUMEN: En este trabajo se analizd el perfil de expresiéon de los NKG2DL en
diferentes lineas celulares procedentes de tumores de origen hematolédgico (LMA,
leucemia linfoide aguda) y epitelial (hepatocarcinoma, cancer de mama y cancer de
colon). Se observd una gran heterogeneidad en la expresidon de los NKG2DL en los
diferentes tipos tumorales siendo mucho mas reducida en tumores hematoldgicos. El
anadlisis del patrén de metilacion de los NKG2DL mediante la técnica de
pirosecuenciacion mostré que estos genes estan hipermetilados en al menos alguna
linea celular, excepto MICB que se encuentra hipometilado o parcialmente metilado en
todas. Sin embargo, la mayor frecuencia en la metilacién de los NKG2DL se observé en
las lineas celulares de LMA. El andlisis de metilacion de los NKG2DL en pacientes
diagnosticados de LMA (n=60) mostré que los niveles de metilacién en MICA vy las
ULBPs 1-3 son significativamente incrementados respecto a controles sanos (n=25).
Por el contrario, los NKG2DL se encuentran hipometilados en muestras pareadas de
tejido normal y tumoral de pacientes con cancer de colon (n=44) sugiriendo que la
metilacion de los NKG2DL podria ser un hecho caracteristico de la LMA. Debido a que
la metilacion del ADN es un mecanismo reversible, se demostré que el tratamiento con
inhibidores de las DNMTs (AZA, DAC) restaura la expresion de los NKG2DL en la
superficie celular favoreciendo el reconocimiento inmune vy la lisis de la célula tumoral

por las células citotdxicas NK y linfocitos T CD8".

CONCLUSIONES: Los resultados de este trabajo muestran por primera vez que la
metilacion del ADN es un mecanismo clave en la regulacién y silenciamiento de los
NKG2DL durante el desarrollo de la LMA. El tratamiento con agentes hipometilantes
contribuye a restaurar la expresion de los NKG2DL en la superficie tumoral,
favoreciendo el reconocimiento y la lisis de los blastos mieloides por las células
inmunes positivas NKG2D e impidiendo la progresion tumoral. Ademas, la
cuantificacién de los niveles de metilacidn de los NKG2DL por técnicas sencillas como
la pirosecuenciacién, podria ser de gran relevancia para determinar el grado de

evoluciéon tumoral en la LMA.
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ORIGINAL ARTICLE

Methylation of NKG2D ligands contributes to
Immune system evasion in acute myeloid leukemia

A Baragano Raneros', V Martin-Palanco?, AF Fernandez®, RM Rodriguez', MF Fraga®, C Lopez-Larrea'*® and B Suarez-Alvarez®®

Engagement of the activating receptor NKG2D (natural killer group 2 member D) with its ligands (NKG2DL) major
histocompatibility complex class | related-A and -B (MICA/B), UL-16 binding protein families (ULBPs 1-6) is important to ensure the
innate immunity to tumor cells. However, these cells have developed strategies to downregulate NKG2DL expression and avoid
immune recognition. We demonstrate that DNA methylation can contribute to the absence of NKG2DL expression during tumor
progression. We analyzed the DNA methylation profiles for each NKG2DL by pyrosequencing in acute myeloid leukemia (AML),
acute lymphocytic leukemia (ALL), hepatocellular carcinoma (HC), breast cancer and colon cancer cell lines. High levels of DNA
methylation for NKG2DL were found in some tumor cell lines, mainly in AML cells. This hypermethylation was correlated with the
absence of transcription for NKG2DL. Higher DNA methylation levels for MICA, ULBP1 and ULBP2 were observed in AML patients
(n=60) compared with healthy donors (n=25). However, no DNA methylation for NKG2DL was found in colon cancer patients
(n=44). Treatment with demethylating agents (5-azacytidine and 5-aza-2'-deoxycytidine) restored the expression of NKG2DL on the
cell surface of AML cells, leading to an enhanced recognition by NKG2D-expressing cells. Our data suggest that NKG2DL may be

aberrantly silenced by DNA methylation as a consequence of tumor development in AML patients.

Genes and Immunity (2015) 16, 71-82; doi:10.1038/gene.2014.58; published online 13 November 2014

INTRODUCTION

Natural killer (NK) cells are components of the innate immune
system that have an important role in antitumor immunity to
tumor cells." NK cell-mediated cytotoxicity is requlated by a tight
balance between inhibiting and activating receptors that recog-
nize ligands expressed on the surface of tumor cells. One of these
activating receptors is the NK group 2 member D (NKG2D), which
is mainly expressed in NK, NKT, y8T and aB CD8" T cells.? NKG2D
recognizes different ligands in humans: major histocompatibility
complex class | related-A and -B (MICA and MICB) and UL-16
binding protein families (ULBPs 1-6)>* Under physiological
conditions, the expression of NKG2D ligands (NKG2DLs) is absent
or present at very low levels in most cell types. Nevertheless,
during cancer development, the activation of the DNA damage
pathway (ATM/ATR pathway), transcription factors such as nuclear
factor-kB or several oncogenes (BCR/ABL, c-myc, p53 and so on)
can enhance NKG2DL expression on the cell surface, making
tumor cells susceptible to recognition and killing by NKG2D-
positive cells.>™®

Malignant cells have developed diverse strategies to avoid
NKG2D-mediated immune recognition. One of the most widely
studied mechanisms is the shedding of NKG2DL, which consists of
the release of soluble NKG2DL from the cell surface of tumor cells
by proteolytic cleavage. These soluble molecules are able to bind
to the NKG2D receptor and induce their endocytosis, thereby
impairing responsiveness to tumor cytolysis.”'" Several metallo-
proteinases (matrix metalloproteinases and a disintigrin and

metalloproteinase families) are involved in shedding MICA, MICB
or ULBP2, whereas ULBP3 is released from the cell surface,
especially in exosomes.'?”'7 Additional mechanisms, such as the
presence of endoplasmic reticulum proteins (ERp5 and GRP78),
which are involved in the protein folding or the palmitoylation of
MICA that enables the recruitment to detergent-resistant mem-
branes, are also involved in MICA shedding.'®?° Release of
NKG2DL from the cell surface of tumor cells has been used in the
diagnosis and prognosis of several malignancies.?’

Current antitumor therapy studies tend to focus on increasing
NKG2DL expression in cancer cells to enhance their susceptibility
to lysis mediated by NKG2D-positive cytotoxic cells. Azacytidine
(5-azacytidine (5azaC)) and decitabine (5-aza-2-deoxycytidine
(DAC)) are DNA methyltransferase (DNMT) inhibitors (DNMTi)
currently used to treat patients with myelodysplastic syndromes
and acute myeloid leukemia (AML).?? Previous studies in cell lines
showed that both reagents enhance the cell surface expression of
NKG2DL, alone or in combination with differentiation-promoting
agents in tumor cells.”>?* Moreover, combined treatment with
histone deacetylase inhibitors, not only induce NKG2DL expres-
sion but also blocks the release of soluble NKG2DL in several types
of cancer cell.?*>* All these observations suggest that NKG2DL
expression may be regulated by chromatin remodeling in tumor
cells. In fact, high levels of ULBP2 expression were found in
defective DNMTs colon cancer cells suggesting that this ligand
could be regulated by DNA methylation.>®> However, an in-depth
study of the DNA methylation profile for NKG2DL regulation has
not yet been performed.
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In this study, we demonstrate that promoter regions of NKG2DL
are aberrantly methylated in tumor cell lines, mainly in AML cell
lines. In primary samples from AML patients, MICA, ULBP1 and
ULBP2 DNA methylation levels are significantly higher than in
healthy donors. However, all NKG2DL were found to be
hypomethylated in colon cancer patients. Treatment of tumor
cells with hypomethylating reagents (5azaC and DAC) increases
NKG2DL expression on the cell surface, making them more
susceptible to recognition and lysis by NKG2D-mediated NK cells.

RESULTS

NKG2DL expression is highly heterogeneous in hematological and
solid tumor cells

We studied the expression profile of each NKG2DL (MICA, MICB,
ULBP1, ULBP2 and ULBP3) by quantitative real-time PCR in several
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human cell lines derived from hematological (AML and acute
lymphocytic leukemia (ALL)) and solid tumors (hepatocellular
carcinoma (HCC), breast and colon). We observed that NKG2DL
expression was highly heterogeneous among cell lines (Figure 1a).
MICA and MICB transcripts were detected in most cell lines,
although at different levels. ULBP expression was more restricted,
mainly in the case of ULBP3, except in colon cancer cell lines, in
which high levels of transcription for this ligand were found. At
least one ligand was expressed in all cell lines. However,
depending on their origin, the frequencies of the combined
expression of two or more NKG2DL in cancer cell lines differed
(Figure 1b). So, although all solid tumor (HCC, breast cancer and
colon cancer) cell lines expressed two or more NKG2DL, their
combined expression was less frequent in hematological cells.
More than 25% of AML and ALL cell lines only expressed MICB,
implying that the absence of one or more ligands is a common
characteristic of hematological tumor cells.
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Figure 1.

Expression profile of NKG2DL in tumor cell lines. (a) Transcription levels of MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 and ULBP3 were analyzed by

quantitative real-time PCR (qRT-PCR) in AML, ALL, HCC, breast cancer and colon cancer cell lines. Each bar represents the relative expression of
each gene, normalized with respect to the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Relative mRNA

abundance was determined by the 274

method (ACT: Ct gene test— Ct endogenous control), and results are summarized as the mean + s.d.

of three independent experiments. (b) The lower right histogram illustrates the frequency of NKG2DL expression in each tumor type.
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Hypermethylation of MICA, ULBPs 1-3 genes is associated with the
absence of transcription

In view of these findings, we postulated that epigenetic
mechanisms such as DNA methylation could contribute to the
lack of NKG2DL expression in tumor cells. For this reason,
we analyzed DNA methylation patterns by the bisulfite-
sequencing method. We selected a regulatory region around the
transcription start site that contained 23 CpGs sites located
from —453 to —53 bp for MICA, 30 CpGs (—339 to +94 bp) for
MICB, 34 CpGs (—493 to —88bp) for ULBP1, 18 CpGs (—246 to
—15bp) for ULBP2 and finally, 38 CpGs (—222 to +174bp) for
ULBP3 (Figure 2).

Firstly, to study whether changes in the DNA methylation level
could involve changes in expression level, we examined two cell
lines with different transcription levels for each NKG2DL. High
levels of DNA methylation were detected in cell lines lacking
NKG2DL transcription (MICA, ULBP2 and ULBP3 in HL60 cells, and
ULBP1 in NB4 cells). In contrast, and as expected, cell lines with
high levels of transcription for these ligands were completely
unmethylated (MICA and ULBP2 in HEL-R cells, ULBPT in MOLM-13
cells and ULBP3 in MV4;11 cells). For MICB, we assayed two cell
lines with differing transcription levels (HEL-R and HL60). A close
correlation between methylation and transcription levels for this
gene was not found, suggesting that MICB expression is not
regulated by DNA methylation.

MICA "
-—>| | | I ” |_>| "lq: ATG
. e
H
HL60 ¢
i
HEL-R
iy ULBP1 -> "

HL60

MOLM -13

Figure 2.
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Consistent with these results, we determined the specific DNA
methylation level for MICA, MICB and ULBPs 1-3 genes in all cell
lines by bisulfite pyrosequencing. This technique enables rapid
and straightforward quantification of DNA methylation. All
NKG2DL were highly methylated (>60%) in at least one cell line:
MICA in HL60 and KG1A cell lines, ULBPT in NB4 and RS411, ULBP2
in HL60, and ULBP3 in HL60, NB4 and CAMA-1 cells (Table 1).
Moreover, high DNA methylation levels were closely associated
with a lack of transcription for MICA, ULBP1, ULBP2 and ULBP3
ligands in these cells. However, only partial DNA methylation (35—
60%) of MICB was observed in KG1A, NB4, HEL-R and HT29 cell
lines. Thus, our results imply that DNA methylation may contribute
to the lack of expression of NKG2DL in tumor cells.

NKG2DL are methylated in primary AML but not in colon cancer
samples

To determine whether the NKG2DL methylation pattern observed
in AML cell lines is similar in primary AML samples, we quantified
the DNA methylation levels for NKG2DL in peripheral blood
lymphocytes (PBLs) isolated from AML patients (n=60) using the
bisulfite pyrosequencing technique. All PBLs samples from AML
patients showed > 70% myeloid blasts. As controls, we used PBLs
isolated from healthy donors (n=25). To establish the appropriate
control sub-population, we analyzed the expression and methyla-
tion pattern for each NKG2DL in the cell sub-populations isolated

Different DNA methylation patterns for NKG2DL with respect to transcription levels. The DNA methylation patterns of NKG2DL

(MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 and ULBP3) genes were analyzed by bisulfite sequencing. Diagrams illustrate the genomic region surrounding the
transcriptional start site (TSS, thick arrow) analyzed in each NKG2DL. The thin vertical line indicates CpG positions. Bisulfite-sequencing and
pyrosequencing primers are shown by dashed and dotted lines, respectively. The DNA methylation profile for each NKG2DL was determined
in two tumor cell lines with different levels of expression for these ligands by bisulfite sequencing. Ten individual clones were sequenced for
each cell line. Open and filled circles represent unmethylated and methylated CpGs, respectively.
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Table 1. Methylation profile of NKG2DL genes in cancer cell lines
Cell lines % DNA methylation
MICA MICB ULBP1 uLBpP2 ULBP3
Acute myeloid leukemia
HL60 91.7 1.6 46.4 66.9 711
KG1A 90.9 553 46.6 30.0 10.0
NB4 293 56.1 82.7 215 92.7
HEL-R 44 35.2 0.0 59 30.3
MV4-11 3.0 6.6 10.2 155 25
MOLM-13 2.6 2.3 214 13.8 2.2
KASUMI-1 1.5 6.0 25 1.8 1.7
Acute lymphocytic leukemia
RS411 7.5 3.8 74.3 204 27.3
KOPN-8 2.0 1.7 57:3 53.8 9.4
JURKAT 5.2 14 83 6.3 47.5
REH 24 2.7 36 224 52
Hepatocellular carcinoma
HUH7 232 4.1 27.6 2.5 2.7
SNU354 24 1.5 523 235 21.7
ALEX 2.0 2.6 19.7 34 19.1
SNU38 1.0 23 36 57 57.4
Breast cancer
CAMA-1 15 0.4 38 4.5 69.6
MCF-7 2.5 1.6 9.1 7.5 2:5
MDA-MB-436 1.2 16.4 35 6.5 14.1
MDA-MB-157 1.6 2.2 13.0 135 3:1
T47D 2.8 3.1 6.6 8.0 52
Colon cancer
SW480 1.7 1.2 4.0 1.8 1.6
SW620 1.2 1.6 24 3.0 1.3
HCT116 2.2 1.2 8.1 29 1.1
HT29 1.6 42.2 5.0 1.7 1.2
RKO 15 3.2 5.4 23 0.9
Abbreviations: NKG2DL, natural killer group 2 member D ligand; MICA,
major histocompatibility complex class | related-A; ULBP, UL-16 binding
protein family. NKG2DL with >60% DNA methylation are in bold.

from peripheral blood (monocytes, lymphocytes and granulo-
cytes) (Figure 3). Monocytes and granulocytes had different
NKG2DL expression levels in healthy donors, whereas all
lymphocytes lacked NKG2DL expression. However, NKG2DL were
fully demethylated in all cell types, and unmethylated in subsets
of CD4+ and CD8+ T lymphocytes, B cells and NK cells (results not
shown). Therefore, we concluded that PBLs from healthy controls
are an appropriate control population because all NKG2DL are
unmethylated independently of the expression. Thus, the
presence of DNA methylation for NKG2DL in AML patients can
only be due to tumor cells.

Quantification of DNA methylation for each NKG2DL showed
that all ligands were more strongly methylated in AML patients
compared with healthy controls (Figure 4a). The percentage DNA
methylation levels for MICA, ULBP1 and ULBP2 were significantly
higher in AML patients than in healthy controls (MICA:
6.13+9.02% vs 0.89 +0.16%; ULBPT: 7.06 +6.98% vs 1.96 +0.38%;
ULBP2: 31.65+24.97% vs 3.34+2.28%; P < 0.001). DNA methyla-
tion of MICB and ULBP3 was also higher in AML patients, although
the difference was not statistically significant. We found no
significant differences in comparisons of the DNA methylation
levels of NKG2DL in 44 paired normal and tumor tissues from
colon cancer patients. NKG2DL were unmethylated in all tumor
samples according to the results previously found in colon cancer
cell lines.
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In AML patients, an aberrant DNA hypermethylation level
of NKG2DL was defined as that for levels higher than the
median +s.d. Accordingly, the established density cutoffs were
12.5% for MICA, 11% for MICB and ULBP1, 54% for ULBP2 and 12%
for ULBP3. 59% of patients showed hypermethylation of at least
one NKG2DL, the combination of methylated ligands varying
considerably between patients (Figure 4b). No statistically
significant association of NKG2DL methylation levels with age,
sex, French-American-British classification, FLT3 or NPM1 muta-
tions or treatment response was found. We conclude that NKG2DL
are highly methylated in AML patients and that this aberrant
DNA methylation pattern could be acquired during disease
progression.

Increased NKG2DL expression after treatment with 5azaC and DAC
hypomethylating agents

To verify the role of DNA methylation in the absence of NKG2DL
expression, we examined whether the induced demethylation of
MICA, ULBP1, ULBP2 and ULBP3 genes by DNMTi could enhance
NKG2DL expression. To this end, we chose the AML (HL60, NB4
and KG1A), ALL (RS411) and breast cancer (CAMA-1) cell lines,
which showed hypermethylation (>60%) of some NKG2DL.
Beforehand, we determined the appropriate concentration of
DNMTi that did not compromise the viability of each cell type
(data not shown). Cells were treated with 5azaC and DAC for 72 h
and the NKG2DL expression was then analyzed by real-time-PCR
and flow cytometry.

After treatment with both DNMTIi, a significant increase in
NKG2DL transcription was observed in all cell lines. ULBP2 was the
ligand most susceptible to demethylation, resulting in up to a 400-
fold induction in the HL60 cell line after DAC treatment (Figure 5a).
NKG2DL expression was also induced on the cell surface of AML
cells (HL60, KG1A and NB4) (Figure 5b). However, no changes in
ULBP1 and ULBP3 expression were found on the cell surface of
RS411 and CAMA-1 cell lines after DNMTi treatment, suggesting
that DNA methylation has an important role in regulating NKG2DL
in AML but not in other tumors types.

This result confirms that NKG2DL are regulated by DNA
methylation in AML cells and therefore that treatment with
demethylating agents may increase NKG2DL expression at the cell
surface, thereby facilitating immune recognition.

Treatment of tumor cells with 5azaC and DAC increases NKG2D-
mediated cytotoxicity

The engagement of NKG2D-NKG2DL activates the effector
functions of cytotoxic NK cells, leading to the release of cytotoxic
granules and the lysis of tumor cells. Therefore, we examined
whether the increased expression of NKG2DL after treatment with
DNMTi agents could enhance the recognition and lysis mediated
by NK cells. For this purpose, we used a well-known model that
enables the NKG2D-NKG2DL interaction to be specifically
analyzed. The NKL cell line, which expresses high levels of NKG2D,
was used as a source of effector cells. As target cells, we used the
HL60, KG1A and NB4 tumor cell lines before and after DNMTi
treatment. As shown in Figure 6a, the percentage of specific lysis
of tumor cells before treatment was very low because of the lack
of NKG2DL. However, when tumor cells were previously incubated
with demethylating agents for 72h and then co-cultured with
effector cells, the percentage of specific lysis was significantly
higher for all analyzed effector:target (E:T) ratios.

This increase in cytotoxicity was critically dependent on the
NKG2D-NKG2DL interaction, because when NKL cells were
incubated beforehand with anti-NKG2D blocking monoclonal
antibody (mAb) for 1h, the percentage of specific lysis was
significantly lower for all ET ratios (Figures 6a). Some differences
between the treatments with 5azaC and DAC were noted.
Although the cytotoxic capacity was greater after treatment with
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Expression and DNA methylation patterns for NKG2DL in cell subsets isolated from healthy controls. Monocytes (Mo), PBLs (Lymph)

and polymorphonuclear cells (PMNs) were isolated from peripheral blood of six healthy donors. NKG2DL expression on the cell surface was
measured for each cell type (gray markers) by flow cytometry using anti-human MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 and ULBP3 mAbs, followed by
incubation with a FITC-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin G. Surface expression was determined as specific fluorescence index
(SF1) (mean specific fluorescence intensity: mean fluorescence of respective specific mAbs/mean fluorescence of secondary antibody). Black
histograms show the DNA methylation level for each NKG2DL assayed by pyrosequencing. The level of methylation was expressed as an

average percentage of total CpGs analyzed for each NKG2DL.

5azaC in HL60 and KG1A cells, a more pronounced effect of DAC
in NB4 cell lines was observed. Consistent with the effects on lytic
ability by demethylating agents, we also analyzed the interferon-y
(IFN-y) production after 5azaC and DAC treatments. As a positive
control, we used the HEL-R cell line that expresses high levels
of all NKG2DL on the cell surface. Figure 6b shows that the
positive cell line produces IFN-y in a NKG2D-dependent manner.
However, IFN-y was also produced by methylated cell lines (HL60,
KG1A and NB4). In spite of the elevated IFN-y levels in these cells,
we observed that treatment with DAC reduced the IFN-y
production in a NKG2D-dependent manner, while in control cells
(treated with dimethylsulphoxide) or after 5azaC treatment this
effect was not observed.

Taken together, our data corroborate that treatment of AML
cells with demethylating agents increases NKG2DL expression
enhancing the recognition and lysis of these tumor cells by
NKL cells.

Methylated NKG2DL impair the recognition of AML cells by NK
and CD8+ T cells

Finally, we attempted to confirm whether DNA methylation for
NKG2DL impairs the recognition of AML cell lines by cytotoxic NK
and CD8+ T cells. To this end, we quantified CD107a

© 2015 Macmillan Publishers Limited

degranulation in isolated CD8+ T and NK cells from healthy
donors against unmethylated-NKG2DL cells (HEL-R) and
methylated-NKG2DL cell lines (NB4, KG1A and HL60).

We observed some controversies in the degranulation of
polyclonal NK (pNK) cells against AML cell lines. Although some
donors showed more degranulation in HEL-R than in methylated-
NKG2DL cell lines (responders donors by NKG2D, pNK#1 and
pNK#2), others NKs from different donors act inversely (non-
responders donors by NKG2D, pNK#3 and pNK#4) (Figure 7a). This
result could be due to the different expression profiles of
activating and inhibitory receptors in NK cells isolated from
different healthy donors. To corroborate this, we analyzed the
expression of some ligands for these activating and inhibitory
receptors expressed on AML cell lines (Figure 7b and
Supplementary Figure 1). A clear difference was observed for
the expression levels of human leukocyte antigen (HLA)-class |
(HLA-I) and CD48 (2B4 ligand) molecules. The NKG2DL-positive
HEL-R cell line expresses high levels of HLA-I and low levels of
CD48, whereas methylated-NKG2DL AML cell lines showed low
HLA-I expression and high expression of the activation-inducing
CD48 ligand. In fact, when we blockaded the NKG2A inhibitory
receptor in NK cells from a non-responder donor against HEL-R
(pNK#4) with an anti-NKG2A mAb, a significant increase in the
percentage of CD107a" cells was observed (Figure 7c). Moreover,
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Figure 4. DNA methylation level for NKG2DL in AML and colon cancer patients. (a) The DNA methylation level for each NKG2DL (MICA, MICB,
ULBP1, ULBP2 and ULBP3) was quantified by pyrosequencing in PBLs from AML patients (n=60) and healthy controls (n=25), and in paired
normal and tumor tissues from colon cancer patients. The solid line indicates the median level of DNA methylation, and statistical significance
of the comparison of healthy donors and AML patients or of normal and tumor tissues in colon cancer is indicated by P-values. (b) The lower
right diagram represents the frequency of NKG2DL expression in each tumor type.

this increase was dependent of NKG2D as it is shown by the
reduced degranulation of NK cells after combined incubation with
anti-NKG2A and anti-NKG2D mAb. That data suggest that
blockage of the inhibitory signaling could favor the elimination
of AML cells in a NKG2D-dependent manner. In addition, we
analyzed whether the enhanced degranulation of NK cells after
co-culture with methylated-NKG2DL cell lines could be due to the
high expression of the CD48 ligand. After blockage with an anti-
2B4 mAb, a slight reduction of the percentage of CD107a* cells
was observed in KG1A and HL60 cell lines but it did not reach
statistical significance (Figure 7c).

However, when NK cells from a responder donor (pNK#2) were
analyzed, a clear impaired degranulation was shown after NKG2D
blockage in the HEL-R cell line but remains unchanged in the
methylated-NKG2DL AML cell lines (Figure 7c). Similar results were
observed with activated CD8+ T lymphocytes, where a higher

Genes and Immunity (2015) 71-82

percentage of CD107a+ cells after co-cultures with NKG2DL-
positive AML cell lines than with NKG2DL-negative cells was
shown (Figure 7d). This degranulation of CD8+ T cells was
significantly dependent of the NKG2D-NKG2DL interaction,
suggesting that high levels of NKG2DL expression in AML cells
lead to an enhanced recognition of CD8+ T cells.

In other word, our findings confirm that aberrant DNA
methylation of NKG2DL in AML cells impair the immune
recognition mediated by CD8+ T cells. Although NKG2DL
expression can also contribute to the recognition by NK cells,
the elimination and lysis of AML cells is ultimately dependent on
the balance between all activating and inhibitory signals. In
patients with NK cells, which do not recognize AML cells,
blockage of anti-NKG2A receptor could be used as strategy to
enhance the elimination of AML cells in a NKG2D-dependent
manner.
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Figure 5.

Enhancement of NKG2DL expression in tumor cell lines following treatment with demethylating agents (5azaC and DAC). AML cell

lines (HL60, NB4 and KG1A), ALL cells (RS411) and breast cancer cells (CAMA-1) were treated with dimethylsulphoxide (DMSO) (control cells),
5azaC (10 pm) and DAC (5 pm) for 72 h, and expression was quantified by real-time (RT)-PCR (a) and flow cytometry (b). The RS411 cell line was
treated with 2.5 um of 5azaC and 1 pm DAC. Histograms represent the relative transcripts and the relative specific fluorescence index of
NKG2DL after DNMTi treatment using DMSO-treated cells as a control. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and isotype
control antibody were used to normalize NKG2DL expression. Data are represented as the mean =+ s.d. of three independent experiments.
*P < 0.05. The bottom panel shows representative histograms of NKG2DL expression on the surface of HL60, KG1A and NB4 cells after
treatment with DMSO (shaded gray histogram), 5azaC (gray line) and DAC (black line).

DISCUSSION

The NKG2D-NKG2DL system is involved in the innate and
adaptive immune response, and has an important role in the
immunosurveillance of cancer cells. Although MICA/MICB and
ULBPs may be expressed in healthy cells,***” this does not
normally occur under non-pathological circumstances. In response
to cell stress such as infection or cancer, NKG2DL can be
upregulated to promote immune recognition of tumor cells.*®
However, NKG2DL can be downregulated in tumor cells by various
mechanisms, helping these cells evade the immune system.*®
Thus, current therapeutic strategies aim to induce NKG2DL
expression to facilitate immune recognition. In this study, we
show that epigenetic mechanisms, such as DNA methylation, may
contribute to the absence of NKG2DL expression in tumor cells.
NKG2DL expression was highly heterogeneous among the
tumor cell lines analyzed, suggesting that while some cells may be
susceptible to lysis exerted by NKG2D-expressing cytotoxic cells,
others may escape the immune system. MICA and MICB were the
most commonly expressed ligands, whereas ULBPs expression
was highly restricted, except in colon cancer cell lines. Moreover,
NKG2DL was expressed at lower levels in AML cells than in other
cell types. NKG2DL expression in AML has been analyzed in-depth,
but some controversies remain. Some authors reported null or low
levels of NKG2DL expression in AML patients,***' while others
showed that at least one NKG2DL is expressed in AML blast.*?
Moreover, the expression patterns of NKG2DL are highly variable
not only among AML patients but also in ALL patients, in whom
MICA is the most frequent ligand.** By contrast, the relevance of

© 2015 Macmillan Publishers Limited

NKG2DL expression is widely accepted in epithelial tumors. High
levels of MICA and ULBP1 expression are associated with tumor
progression in HCC patients.** NKG2DL are strongly expressed in
breast cancer patients, where their levels are associated with the
prognosis of the disease.*> We found that expression of two or
more ligands is more frequent in solid than in hematological
tumors in which NKG2DL expression is highly restricted and
thereby contributes to immune evasion.

The lower level of NKG2DL transcription found, especially in
cells from hematological tumors, prompted us to examine
whether aberrant DNA methylation patterns in these genes could
contribute to the absence of expression in tumors. To this end, we
used the bisulfite pyrosequencing technique, with which the level
of DNA methylation for each CpG dinucleotide can be quantified.
All NKG2DL were hypermethylated in some cell lines, except MICB,
which showed only partial DNA methylation. Of all the cancer cell
lines (AML, ALL, HCC, breast and colon cancer), the highest
frequency of methylated NKG2DL was observed in AML cells. DNA
methylation levels for NKG2DL were inversely correlated with
transcription levels.

During tumor development, the mechanisms controlling DNA
methylation can be dysregulated, allowing a decrease of DNA
methylation levels mainly in oncogenes or a higher level of
methylation in CpG dinucleotides of tumor-suppressor genes.*® In
blood cell subsets from healthy donors, NKG2DL expression has
been found in B cells, monocytes and granulocytes, but not in NK
or T cells.*® Consistent with this, we found no methylation of
NKG2DL in any of these cell subsets of healthy controls.
Interestingly, high levels of DNA methylation for all NKG2DL were
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Figure 6. Demethylation of NKG2DL enhances the susceptibility of AML cells to the lysis of NKG2D-mediated NKL cells. (a) NKL cells were co-
cultured with AML cell lines: HL60, KG1A and NB4 for 4 h at the indicated E:T ratios. AML cells were previously incubated for 72 h in the
presence or absence of 5azaC (10 um) or DAC (5 pm), and cytotoxicity was assayed by flow cytometry after PHK67/7AAD staining. Blocking mAb
against NKG2D was preincubated with NKL cells prior to the assay. Measurements were made in triplicate and the mean +s.d. of three
independent experiments are shown. *P < 0.05 for 5azaC and P < 0.05 for DAC treatments. (b) Frequency of IFN-y production by NKL cells
after co-culture for 6 h with untreated and 5azaC and DAC treated AML cell lines (HL60, KG1A and NB4) at E:T ratio 2:1. The AML cell line HEL-R
was used as positive control. For specificity assays, NKL cells were previously incubated with a blocking anti-NKG2D mAb for 1h. Data
represent mean =+ s.d. values from triplicate experiments. *P < 0.05.

detected in AML patients. Thirty-six (59%) of the patients analyzed difference between both studies. Therefore, our data suggest
showed at least one methylated ligand, ULBP2 being the most that DNA methylation changes at the NKG2DL promoter could

frequent. The combination of methylated NKG2DL varied sub- be more prevalent in AML than in solid tumors such as
stantially among patients in accordance with the previously colon cancer.
reported high degree of variability of expression of these Absence or a low level of expression of NKG2DL in tumor cells

ligands.** This result suggests that NKG2DL can be aberrantly hinders recognition by NKG2D-expressing cytotoxic cells,
methylated during tumor progression, contributing to their promoting immunoescape. Therefore, current therapeutic
downregulation in AML. The propensity for NKG2DL methylation strategies aim to enhance NKG2DL expression on the surface of
during hematopoietic maturation remains poorly understood tumor cells to promote their lysis and to prevent tumor
because NKG2DL are unmethylated in CD34" stem cells and development. In this study, we found that treatment with
remain unmethylated during hematopoietic differentiation and in demethylating agents (5azaC or DAC) increased NKG2DL tran-
mature blood cell subsets.*” Malignant transformation may scription in AML, HCC and breast cancer cells. However, NKG2DL
involve selection of cells with aberrant methylation of NKG2DL were enhanced on the cell surface only in AML cells, leading to

that prevents their expression at the cell surface. greater recognition and lysis by cytotoxic NK cells. These results

In colon cancer, NKG2DL expression is upregulated in the suggest that DNA demethylation could contribute to the

earliest stages of the diseases and consequentII further down- recognition and lysis of tumor cells by the immune system.
8

regulated, giving a poor prognosis of the disease.” Methylation of Epigenetic drugs such as 5azaC and DAC have been approved by
ULBP2 and ULBP3 has previously been reported in colon cancer the US Food and Drug Administration as alternatives to traditional
cell lines.>**° However, we found that all the ligands analyzed therapies (best supportive care or ara-C) in AML patients. The
(MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 and ULBP3) were unmethylated and advantage of these agents over traditional treatments is the better
highly expressed in colon cancer cell lines. Moreover, analysis of outcome they provide for patients, possibly as a consequence of
the NKG2DL methylation status in colon cancer patients showed the increased immune recognition of the tumor.*®*' However, the
that both normal and tumor tissues from colon cancer patients exact mechanisms and the identity of targets where they act are
were hypomethylated independently of the tumor stage. The largely unknown at present.

different promoter region analyzed, in our case closely located to These hypomethylating reagents have opposite effects in NK
the transcription start site, could account for the observed cell activity. Although azacytidine impairs cytotoxicity, decitabine
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Figure 7. Aberrant DNA methylation of NKG2DL impairs recognition of AML cells by NK and CD8+ T cells. (a) Frequency of CD107a
degranulation by primary NK cells isolated from different donors after co-culture with NKG2DL-positive HEL-R cell line and methylated-
NKG2DL cell lines (NB4, KG1A and NB4) for 6 h. Data represent mean + s.d. of three individual experiments for each donor. (b) Expression levels
of the activation-inducing CD48 ligand and HLA-I molecules in the cell surface of AML cell lines. The right panel shows representative
histograms of an experiment for CD48 and HLA-l expression. Isotype control, shaded peaks; and staining with specific mAbs, black line.
(c) Percentage of CD107a+ NK cells from a responder donor by NKG2D (pNK#2) and a non-responder donor (pNK#4) after co-culture with AML
cell lines in the presence of absence of blocking anti-NKG2D mAb, anti-NKG2A mAb or anti-2B4 mAb, as indicated. Irrelevant immunoglobulin
G was used as isotype control. Data are represented as the mean + s.d. of three triplicates of the same donor. *P < 0.05, anti-NKG2A blockage
vs control, and *P < 0.05, combined anti-NKG2A+NKG2D vs anti-NKG2A blockage. (d) Frequency of degranulation of primary CD8+ T cells after
co-culture with AML cells in the presence of absence of blocking anti-NKG2D mAb. Data are shown as the mean + s.d. of three healthy donors.
*P < 0.05.

enhances this effect.”> Moreover, it should be noted that target kinases 1/2 inhibitors, not only increases the expression of the
susceptibility to NK-mediated lysis does not exclusively depend on ULBP2 ligand but also HLA-class | molecules. Consequently, HLA-
the interaction between NKG2D and its ligands. NK cells are class | molecules overexpression could be counteracting the
regulated by several inhibitory receptors (KIRs, ILT2 and NKG2A)  immune recognition mediated by NKG2D-NKG2DL interaction.>®
and activating receptors (NKG2D, NKp30, NKp46, NKp44, DNAM-1 Further studies are needed to identify these changes of expression
and 2B4).>* The variability in the expression of these receptors will and their consequences for the recognition and elimination of
determine the susceptibility of AML blast to NK-mediated lysis. NK AML cells. On the other hand, we found that AML recognition by
cells from AML patients have an abnormal phenotype featuring CD8" T lymphocytes is dependent on NKG2DL methylation status

downregulation of the NCRs (NKp46, NKp30 and NKp44) and ting that ab t DNA methylation h - Aatirol
DNAM-1 receptors, and upregulation of the inhibitory receptor sugaRstg thak aneran meIHanhas-an Imporant.mn

NKG2A and KIR2DL2, which contributes to tumor evasion.*>57 " SRR AN Sl

: : . : In summary, we showed that the absence of NKG2DL
So, new anti-leukemic therapies focus on the transfusion of NK ;
e A n expression from AML tumor cells could be due to the aberrant
cells from donors with identical HLA-I in order to promote the

oo : : i DNA methylation of these genes during tumor progression. This is
f NK cell d th toxicity to AML
L’;I]Z’nggexf::rzg)”re° althoucgehs oaur: ﬁndﬁ:gswc?e?r:(écr:s{rat: that the first time that aberrant hypermethylation of NKG2DL has been

hypomethylating agents promote NKG2DL expression in AML reported. in AML patients. Quantlﬁcatlon of the level of DNA
cells, lysis of methylated- and unmethylated-NKG2DL cell lines by ~ Methylation by pyrosequencing may be useful as a marker of
NK cells will depend on the global balance between activatingand ~ tumor evolution in AML. Reactivation of epigenetically silenced
inhibitory signals. Treatment of AML patients with demethylating ~ NKG2DL expression by hypomethylating agents could facilitate
agents could modify the expression of these receptors and their the immune recognition and lysis of AML blast. Additional studies
ligands, altering the lytic ability of NK cells. In this way, it have  are needed to understand the effect of these demethylating
been shown that lack of DNMTs by itself or in combination with treatments on other NK cells receptors and their ligands, by which
mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated the elimination of tumor cells can be promoted.
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MATERIALS AND METHODS

Cell lines and treatments with DNMTi

Cell lines of AML (NB4, HL60, HEL-R, KG1A, MV4;11, MOLM-13 and
KASUMI-1), ALL (RS411, KOPN-8, JURKAT and REH), HCC (HUH7, ALEX,
SNU354 and SNU368), breast cancer (CAMA-1, MCF-7, T47D, MDA-MB-157
and MDA-MB-436) and colon cancer (SW480, SW620, HCT166, HT29 and
RKO) were maintained in RPMI-1640 medium plus 10% heat-inactivated
serum. Polymorphonuclear cells were isolated from the hemolyzed pellet
after being subjected to a standard Ficoll (Lymphoprep) gradient. CD14*
monocytes were isolated by sorting after staining with anti-CD14-
fluorescein isothiocyanate (FITC) antibody (Biolegend, San Diego, CA, USA).
CD4", CD8" T cells and NK cells sub-populations were isolated by negative
selection using magnetic microbeads (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The
purity of isolated cells was always >95%. For cytotoxic experiments, the
NKL (derived from NK cells) and C1R (human B-cell lymphoma) cell lines
were grown in RPMI-1640 medium plus 10% heat-inactivated fetal bovine
serum and 100 Uml™" of streptomycin-penicillin. The NKL effector cells
were supplemented with 100 U/interleukin-2 (Novartis, Basel, Switzerland).
C1R-MICA*004 transfectants were maintained in complete medium
supplemented with hygromycin B at 800 ug mlI™' (Invitrogen).

Tumor cell lines were cultured at a density of 0.5x10° cells ml™" with
complete media supplemented with 5azaC (2.5 or 10 um) or DAC (1 or 5 pm)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for 72 h. Cell viability was determined by
staining with 7AAD (Immunostep Inc., Salamanca, Spain).

Patients

Blood samples were obtained from 60 AML patients (35 males and 25
females) from Reina Sofia Hospital (Cérdoba, Spain) who had been
diagnosed with de novo non-M3 AML during 2000-2008. The diagnosis
was made according to the morphological and cytochemical criteria of the
French-American-British classification. Twenty-five healthy adult blood
donors, obtained from the Blood Transfusion Center, Oviedo, Spain, were
used as controls. In addition, a set of 44 paired adjacent normal and tumor
tissues from colorectal cancer patients (31 males and 13 females) obtained
from Puerto del Hierro Hospital (Madrid, Spain) were included in this study.
All patients and healthy donors gave their written informed consent, in
adherence to the Principles of the Declaration of Helsinki and the
guidelines of the local ethics committee. Supplementary Tables 1 and 2
summarize the patients’ characteristics.

Bisulfite conversion and DNA sequencing

DNA was purified using a DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA) and modified with bisulfate using the EZ DNA Methylation-Gold Kit
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). Converted DNA was amplified using
specific primers (Supplementary Table 1) and PCR products were cloned
into the pGEM-T Easy Vector System Il (Promega, Madison, WI, USA) and 10
independent clones were sequenced for each gene.

Bisulfite pyrosequencing

Bisulfite-modified DNA was amplified by PCR with specific biotinylated
primers designed using PyroMark Assay Design Software 2.0 (Qiagen).
Details of primers are available from the authors on request. Briefly,
sequencing primers were designed to hybridize with CpG-free sites to
ensure methylation-independent amplification. Pyrosequencing was per-
formed with the PyroMark Q24 System version 2.0.6 (Qiagen), following
the instructions in the PyroMark Gold Q24 Reagents Handbook (Qiagen).
Methylation levels were quantified using PyroMark Q24 Software 2.0
(Qiagen).

Flow cytometry analysis

Cells were stained with the human mAb specific for each NKG2DL (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) and were then incubated with FITC-
conjugated goat anti-mouse immunoglobulin G (eBioscience, San Diego,
CA, USA) and analyzed on a BD FACScalibur Cytometer using the CellQuest
Pro Software package (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA). The specific
fluorescence index was calculated by dividing mean fluorescence obtained
with the respective specific mAb by that of the secondary antibody. Cell
viability was determined by staining with 7AAD (Immunostep Inc.).
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Quantitative real-time PCR analysis

RNA was purified using NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel, Duren,
Germany) and reverse-transcribed using the iScript ¢cDNA Synthesis Kit
(Bio-Rad, Berkeley, CA, USA). NKG2DL were amplified with specific primers
for NKG2DL (Qiagen) using iQ SYBR Green Super Mix (Bio-Rad) for 40 cycles
in the MyiQ Single Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Values
were adjusted using glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase as the
endogenous control and all samples were run in triplicate. Relative mRNA
abundance was determined by the 272" method (ACt: Ct gene test-Ct
endogenous control).

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was assayed using the PKH67 Green Fluorescent Cell Linker kit
(Sigma-Aldrich) and by flow cytometry, as previously described.>® We
used the NKL cell line as effector cells because it is broadly suitable
for studies based on the NKG2D-NKG2DL interaction, given the high
levels of NKG2D expression. HL60, NB4 and KG1A cells were treated
beforehand with dimethylsulphoxide, 5azaC (10 um) or DAC (5 pm) for
72h and further co-cultured with the NKL effector cells for 4 h at 37°C.
After that, cells were stained with 5pul of 7AAD and analyzed by flow
cytometry. Target cells incubated in the absence of effector cells were
used as a negative control. Percentage specific lysis was calculated
using the formula: % NK-specific lysis=100x[(% 7AAD staining of
sample-% 7AAD staining of negative control)/(100-% 7AAD staining of
negative control)]. For blocking experiments, NKL cells were incubated
beforehand with 10 ug ml™' anti-human NKG2D blocking mAb (Biolegend)
for 1h at 4°C.

IFN-y production and degranulation assay

For intracellular IFN-y analysis, NKL cells were co-cultured with AML cell
lines previously treated or not treated with the demethylating agents
(5azaC at 10 um and DAC at 5 pm for 72 h) at E:T ratio 2:1. After 1 h, brefeldin
A (10 ug ml™", eBioscience) was added for an additional 5 h, and cells were
stained with anti-CD16-APC, fixed and permeabilized for intracellular
staining with anti-INFy- FITC antibody (Biolegend) for 30 min. Cells were
washed and analyzed by flow cytometry.

Degranulation of NKL cells and isolated NK and CD8+ T cells from
healthy donors was assessed by flow cytometry analysis of CD107a
lysosome-associated membrane protein-1 expression. AML cell lines were
incubated with the effector cells at an ET ratio of 1:1. CD107a-FITC
antibody was added directly to the wells and, after 1 h of culture, monesin
(6 ug ml~', eBioscience) was added for an additional 5 h. Cells were then
stained with CD8-PE, CD3-PerCP and CD16-APC antibodies (all from
Biolegend) and analyzed by flow cytometry. In blocking experiments,
effector cells were incubated beforehand with anti-NKG2D mAb (Biole-
gend), anti-NKG2A mAb (Biolegend), and anti-2B4 mAb (eBioscience) at
10 ug mI™" or anti-HLA-class | mAb supernatant for 1 h at 4 °C.

Statistical analysis
Statistical tests were carried out with SPSS 15.0 (Chicago, IL, USA). Values of
P < 0.05 were considered to be statistically significant.
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2. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA LIBERACION DE LOS
LIGANDOS DE NKG2D DE LA SUPERFICIE CELULAR.
IDENTIFICACION DE NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS

ANTECEDENTES: Las células tumorales han desarrollo diversos mecanismos con el fin
de evitar la expresién de los NKG2DL en la superficie celular y como ultima
consecuencia su reconocimiento por el sistema inmune. Uno de estos mecanismos, y
el mejor estudiado hasta la fecha, es la liberacién de los NKG2DL en su forma soluble.
Numerosos trabajos han demostrado la presencia de estos ligandos en el suero de
pacientes con diversas patologias tumorales, tanto de origen hematolégico como
epitelial, y su utilidad como marcadores de diagnéstico y de prondstico de la
enfermedad. La liberacion de los NKG2DL en su forma soluble impide el
reconocimiento y favorece la evasidon inmune, principalmente a través de dos
procesos; la disminucion de los NKG2DL en la membrana de la célula tumoral, y la
interaccion con NKG2D bloqueando el sitio de unién de NKG2D a sus ligandos e
induciendo su internalizacion desde la superficie celular. Por lo tanto, el conocimiento
de los mecanismos que regulan la liberacién de los NKG2DL es de gran relevancia en el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que eviten la liberacidén de estos ligandos

y como consecuencia favorezcan el reconocimiento inmune.

Articulo 2: “Secretory pathways generating immunosuppressive NKG2D
ligands: New targets for therapeutic intervention.” Baragaiio Raneros A,

Suarez-Alvarez B, Lépez-Larrea C. Oncoimmunology. 2014; 3:e28497.

RESUMEN: En este trabajo hemos revisado los mecanismos implicados en la liberacién
de los NKG2DL durante el desarrollo tumoral haciendo especial hincapié en la
liberacion proteolitica mediada por la accidon de las metaloproteasas (MPs). Las MPs,
de las cuales se conocen tres familias (MMPs, ADAMs, ADAMs-TS) han sido implicadas
en diferentes procesos celulares relacionados con el cdncer como supervivencia,

angiogénesis, crecimiento, migracién o invasion. Miembros de la familia MMP (MMP2,
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MMP9, MMP14) han sido involucrados en la liberacién de MICA y MICB. Sin embargo,
las proteasas mas relevantes son ADAM10 y ADAM17 ya que también modulan la
liberacion de ULBP2. Ademdas, mecanismos adicionales, como el reclutamiento de
MICA y MICB en dominios ricos en colesterol (DRM) o el cambio conformacional de
MICA como consecuencia de la interaccién con la proteina del reticulo endoplasmatico
ERp5, cooperan con las MPs para favorecer la digestién proteolitica de los NKG2DL.
Por el contrario, la actividad de las MPs es bloqueada por la accién de los TIMPs 1-4,
inhibidores endégenos de las proteasas. Sin embargo, Unicamente TIMP3 ha sido
implicado en la regulacién de los NKG2DL en su forma soluble, concretamente en la
liberaciéon de MICB. Aunque no es su principal mecanismo de liberaciéon, MICA, MICB y
ULBP2 también pueden liberarse dentro de particulas exosomales. Sin embargo, este
es el inico mecanismo de liberacidon conocido para ULBP1 y ULBP3. A la vista de estos
datos, la inhibicion de las MPs podria ser una buena estrategia terapéutica para
impedir la liberacidn de los ligandos solubles y potenciar la respuesta inmunoldgica. En
la actualidad, diversos inhibidores sintéticos de las MPs (MMPI II, MMPI lll,
GW2800264X, GI254023X) y agentes quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento
del hepatocarcinoma o el cancer de mama (epirubicina, doxorubicina) han sido
propuestos como terapia ya que reducen la liberaciéon de MICA, MICB y/o ULBP2 en
células tumorales. Ademas, el tratamiento con hidralacina (inhibidor de DNMTs) o
valproato (inhibidor de HDACs) reduce los niveles de MICA y MICB solubles sugiriendo
gue los mecanismos de regulacidn epigenética podrian ser relevantes en la regulaciéon

de los NKG2DL solubles.

CONCLUSIONES: Debido a la relevancia de las formas solubles de los NKG2DL en la
progresién del cancer, diversos inhibidores de las MPs han sido sugeridos como
potenciales tratamientos farmacoldgicos para impedir la liberacion de los ligandos
solubles y favorecer el reconocimiento inmunolégico. Sin embargo, estos inhibidores
son de amplio espectro por lo que es necesario un estudio en profundidad para
determinar su validez terapéutica. Por ello, es necesaria la busqueda de nuevas dianas
terapéuticas que permitan modular la liberacién de los NKG2DL. El conocimiento de

los mecanismos de regulacidon que controlan la expresion de TIMP3, como por ejemplo
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la regulacién epigenética, y la liberacion de los NKG2DL dentro de particulas
exosomales podria ser de gran relevancia para inhibir la liberacion de los NKG2DL v,

por lo tanto, potenciar la respuesta inmunoldgica mediada por NKG2D-NKG2DL.
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ULBP, UL-16 binding protein

Natural Killer Group 2 member D (NKG2D) activating
receptor, present on the surface of various immune cells,
plays an important role in activating the anticancer immune
response by their interaction with stress-inducible NKG2D
ligands (NKG2DL) on transformed cells, However, cancer
cells have developed numerous mechanisms to evade the
immune system via the downregulation of NKG2DL from the
cell surface, including the release of NKG2DL from the cell
surface in a soluble form. Here, we review the mechanisms
involved in the production of soluble NKG2DL (sNKG2DL)
and the potential therapeutic strategies aiming to block the
release of these immunosuppressive ligands. Therapeutically
enabling the NKG2D-NKG2DL interaction would promote
immunorecognition of malignant cells, thus abrogating
disease progression.

Introduction

NKG2D (Natural Killer Group 2 member D) is one of the
most potent activating receptors expressed on the surface of
natural killer (NK) cells. It is a homodimernic C-type lectin-
like type 11 transmembrane recepror that is also expressed on
other cells of the immune system, including natural killer T

cells (NKT), v8 T cells, and ap CD8" T cells.'* A distinctive
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charuceenistic of NKG2D is its interaction with various human
stress-inducible ligands: the wansmembrane protwins MHC
class [ chain-related A and B (MICA and MICB), and 6 UL-16
binding proteins (ULBPs 1-6). These include GPl-anchored
variants ULBP-1, -2, -3, -6, as well as transmembrane family
members ULBP-4 and -5,

The surface expression of NKG2D ligands (NKG2DL)
is considered a cellular stress indicaror. Whereas under
physiological conditions NKG2DL expression is ecicher absent
or scarce in most cell types. the expression is enhanced during
malignant transformadon by the activation of different cellular
pathways.*" Actvation of the DNA damage response pachway
(ATM/ATR pathway), transcription factors (e.g, NF-xB),
and various oncogenes (e.g. BCR/ABL, MYC, TP53, ewc.)
can enhance NKG2DL expression on the cell surface during
malignant transformation, thereby exposing tumor cells to
recognition and killing by NKG2D-positive immune eftector
cells** Recently, Jung ¢t al” have reported thar the murine
ligand for NKG2D, rerinoic acid carly transcripe 1E (Raerle), is
positively regulated by E2f transcriprion factors (E2f1, E2F2, and
E2f3). These transcriptions factors are highly expressed under
oncogenic stress or growth stimulation and are involved in the
regulation of the cell cycle. This Finding suggests a new role for
NKG2DL in cell cycle progression, and therefore, in the control
of tumor development. NKG2DL are expressed in a wide range
of neoplastic diseases, with preferential expression of MICA and
MICB in many solid cumors whereas ULBPs are predominantly
expressed in hemartological malignances, as well as in gliomas
and melanomas.” The lyne efficiency of NKG2D-positive
immune effector cells is associated with the surface density of
NKG2DL on the surface of the target cells.”” Thus, high levels
of NKG2DL expression result in greater immune-recognition,
thereby preventing tumor progression via immune constraing,
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Hawever, malignane cells have developed a myriad of stracegies
to reduce or prevent NKG2DL expression.

Although NKG2DL s upregulated during malignant
transformation in response to oncogenic activation, it is also
known that mumor cells can evade the immune respanse through
the inhibition of NKG2DL transcription. For example, the signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3), a tumor-
promating transcription factor involved in several cancer-related
signaling pathways (e.g., hypoxia and epithelial-mesenchymal
transition) has been observed to acts as a negarive regulator of
MICA mRNA expression in HT29 colorecral cancer cells.”* In
contrast, it has been reported that the transcriprional regularory
mechanism regulating L8P mRNA levels is dictated primarily
by the balance between Sp3/Spl transcription factors and
activating enhancer binding protein 2-a (AP-2a) performing
as positive and repressive regulatory factors, respectively.”
Seeretion of immunomodulatory cytokines during malignant
transformation such as rransforming growth factor-p (TGF) or
interferon-y (IFNy) also downregulates NKG2DL. transcription
in tumor cell lines,'*"

Cells with high NKG2DL variant transcriptional levels
do not always express corresponding NKG2DL  proteins
on the cell surface, suggesting thart NKG2DL encoding
genes are also subject to post-transcriptional mechanisms of
regulation. Several studies have shown thae NKG2DL can
be downregulated by the action of multiple overexpressed
cancer miRNAs thar contribute to neoplastic cell avoidance of
immune recognition.'" ™" Moreover, treatment with 2-deoxy-D-
glucose, an inhibitor of protein N-linked glycosylation in the
endoplasmic reticulum, reduces MICA/B expression on the cell
surface in several tumor cell lines, suggesting thar N-linked
glycosylation is an important post-transcriptional mechanism
regulating functional NKG2DL cell surface expression in
cancer.”

In addition to these NKG2DL-attenuating mechanisms,
the lack of cytotoxic NK and CD8* T-cell recognition of
cancerous cells during tumor progression is also influenced by
trogocytosis. During this process cell-to-cell contact allows the
transference of cell membrane molecules from cancer cells o
those of the immune system.” MICA and MICB ligands are
co-transferred during this process from the tumor cell surface
to the T-cell or NK-cell surface, potentially suppressing the
ability of other NKG2D-positive immune cells to recognize the
neoplastic cell*** However, little is definitively known about
this process and further studies are needed o determine the
actual impace on cancer cell immune evasion.

In addition to the myriad of immune-escape routes discussed
above, the best-known mechanism of tumor escape from
immunity is the relcase of NKG2DL from the cell surface in its
soluble form. This occurrence has 2 fundamental consequences.
The firstisa prominent reduction of NKG2DL on che tumor cell
surface, faciliating immune evasion. The second is the ability
of the soluble NKG2DL (sNKG2DL) to engage the NKG2D
receptor, thereby triggering its internalization. Considerable
efforeis being expended to understand the mechanisms involved
in the production of sNKG2DL, with the aim of developing
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new ctherapeutic strategies by fostering NKG2D-NKG2DL
interaction. In this review, we summarize the current knowledge
regarding SNKG2DL release mechanisms and propose how the
modulation of sNKG2DL by various means may stimulate
immunorecognition of tumor cells, thereby preventing tumor

progression.

Soluble NKG2DL In Tumor Cells

Following the discovery by Salih et al.*’ char MICA could be
released in a soluble form into che extracellular miliey, several
reports have since shown that NKG2DL variants are present in
the serum of various cancer patients but is absent from healthy
controls (Table 1).

NKG2DL-surface expression is highly heterogencous
among hematological cancers. While the majority of leukemia
patients are positive for at least one type of NKG2DL, the
combination of several distincr ligands on the cell surface is
highly restricted.™ The absence of integral NKG2DL correlares
with a higher degree of release of these ligands in the soluble
form, an occurrence derecred mainly for MICA, MICB, and
ULBP2, all of which have been found in numerous types of
hematological malignancies, including acute myeloid leukemia
(AML), chronic myeloid leukemia (CML), acute lymphocytic
leukemia (ALL), and chronic lymphocytic leukemia (CLL).***

The release of sNKG2DL has also been documented within
solid tumors. In-depeh analysis has revealed high levels of soluble
MICA (sMICA) in cancer pacient sera, including those afflicred
with cervical cancer and squamous intraepichelial lesions
caused by the human papilloma virus,” as well as heparitis C
virus-induced hepatocellular carcinoma (HCC)."' High serum
sMICA has also been decected in patients with pancreatic duceal
adenocarcinoma (PDAC)," " neuroblastoma,™ gastrointestinal
malignancies,™ and melanoma.” Unlike MICA, licele is known
about the presence of other ligands in solid cancers. High levels
of soluble MICB (sMICB) have been observed in PDAC patient
sera’ and in the culture media supernatant of human cervical
cancer cell lines,** whereas clevated soluble ULBP2 (sULBP2)
has been detected in melanoma® and non-small cell lung cancer
(NSCL) pacients.”

Release of NKG2DL from the cancer cell surface reduces
their immunogenicity, thereby facilitating tumor progression.
In B-cell CLL patients, despite observations char NKG2DL
expression levels do not appear to correlate with discase
progression, the presence of soluble forms of MICA, MICB,
and ULBP2 in patient sera have been associated with poor
trearment-free survival (TFS).* However, only sULBP2 proved
to be an independent predictive facror for TFS among such
leukemia patients. The presence of sMICA in Stage II1 and
IV PDAC patient sera and the accompanying downregulacion
of NKG2D recepror on NK cells revealed both paramerters
to be independent markers of pancreatic malignant disease
progression.” Similarly, elevated sSMICB or sULBP2 levels in
sera have also been associated with worse outcome, including
sMICB in late-stage oral squamous cell carcinoma (OSCC)"
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Table 1. Clinical significance of soluble NKG2DL In tumor patients.
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Malignance Soluble NKG2DL Clinical Significance Ref.
MICA/B -Negative correlation with NKG2D expression,
AML ULBPs 1-3 - sMICA and sULBP2 levels are associated with AML patients survival, 26,27
-sULBPT levels are lower in CR than in therapy-refractory patients.
MICA/B !
ALL ULBPs 1-3 - Negative correlation with NKG2D expression. 26,27
L MICA/B, ULBPs 1-3 - Negative correlation with NKG2D expression. 26,27
CLL MICA/B - Negative correlation with NKG2D expression. 2620
ULBPs 1-3 -SsMICA/B and sULBP2 are associated with TFS.
T-NHL MICA/B - No comrelation with MICA/B surface expression. 26
Cervical cancer MICA - Negative correlation with NKG2D expression. 30
- Negative correlation with NKG2D expression.
HC OBCA: - Association with low OS5 and vascular Invasion. 3N
- sMICA is associated with metastasis and low OS.
POAC s -SMICB is assodiated with unresectability. 323
Neuroblastoma MICA - Negative comelation with NKG2D expression. 3
A A d ; - sMECA levels are higher in gastric, colon, and rectum cancers than
Gastrointestinal malignancies MICA healthy donors. 25
- sSNKG2DL are assoclated with reduced OS.
- sULBP2 is associated with disease progression and tumor load, and is
Melsnoma MICA/S, ULER2 anindependent predictor of prognosis, i
sMICB Is an independent predictive factor for progression-free and OS.
NSCLC ULBP2 - Association with low OS. 37
0scC MICB - Association with low OS5, 38
Multipie mieloma MICA - sSMICA is an independent pmd"r::\::vf::tor for OS and progression free M

Presence of soluble NKG20L in serum from patients with different malignances is related with the evolution and prognosis of the disease, AML, Acute
Myeloid Leukemia; ALL, Acute Lymphocytic Leukemia; CML, Chronic Lymphocytic Leukemia; CLL, Chronic Lymphocytic Leukemda; T-NHL, T-cell Non
Hodking Lymphoma; HCC, Hepatocellular Carcinoma; PDAC, Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; NSCLC, Non-Small-Cell Lung Cancer; OSCC, Oral
Squamous Cell Carcinoma; CR, Complete Remission; TFS, Treatment-Free Survivak 0§, Overall Survival.

and melanoma patients,™ and sULBP2 among melanoma™ and
NSCL patients.”

Recently sNKG2DL has been shown to be not only a useful
prognostic factor for malignant disease, but also a diagnostic
biomarker as well, The quantification of sMICA and sMICB
in the serum of PDAC patients shows an adequare sensitivity
and specificity for discriminating patients from healchy donors
in a similar way o carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9),
the most widely available biomarker used in the diagnosis of
this discase.” Moreover, high levels of sMICA correlate with
poor prognosis in hepatitis B virus-induced HCC patients,
suggesting that assaying the sera levels of this NKG2D ligand
may be useful as a predictive biomarker of the pathological
course of this particular malignancy.”

By concrast, the status of soluble ULBPI (sULBP1) and
ULBP3 (sULBP3) molecules is obscure and furcher studies are
needed to determine their porential role in evading the immune
system and rumor pragression. In short, the release of sNKG2DL
during malignant transformation and its involvement in the
prognosis of the disease suggest thar the mechanisms involved
in producing these soluble forms are potential targets that could
be exploited to attenuate immune evasion and thereby reinforce
antitumor immunity,

www.landesbioscience.com
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Mechanisms Involved In The Secretion Of sSNKG2DL

In recent years, several distinct mechanisms have been
implicated in the release of NKG2DL.. Protease-mediated cleavage
on the cell membrane is considered to be the main mechanism
by which sMICA, sMICB, and sULBP2 are released from the
cell surtace whereas SULBP3 is secreted within exosomes (Fig. 1).
However, the mechanisms related 1o the shedding of ULBPI
remain unknown. Alternative splicing of ULBP4 and ULBPS
produce soluble forms of these ligands, but these molecules have
not been detected in primary tumors, =

MICA, MICB, and ULBP2 are cleaved by metalloproteases

There are 3 families of metalloproteases (MPs), namely macrix
metalloproteases (MMPs), a disintegrin and metalloproteinases
domains (ADAMs), and ADAM with thrombaspondin morifs
(ADAM-TS). MMPs and ADAMs have been implicated in the
proteolytic shedding of NKG2DL from tumor cells. MMDPs are
a group of 24 human zinc-binding endopepridases which can
degrade different components of the extracellular macrix and play
an important role in cancer cell survival, cell growth, angiogenesis,
migration, and invasion." Similar to MMPs, ADAM proteins
are also salient in the pachophysiology of cancer, participating
in various processes, such as the activation of positive growth
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Figure 1, Mechanisms involved in the release of soluble NKG2D and blocking strategies. Natural Killer Group 2 member D ligands (NKG2DL) may be
released in 3 soluble form (SNKG2DL) to the extracellular environment mainly through proteolytic shedding mediated by metalloproteases, or by
release in exosomes derived from the cell membrane, Blockage of these mechanisms facilitates the enhanced expression of NKG20L on the surface of
tumor cells promoting immune recognition, Several therapeutic strategies have been proposed 1o abrogate these NK2G204 refease mechanisms. These
indude: (A) Matrix metalloproteases (MMPs) inhibitors (MMP] 1L, MMPI i) can inhibit shedding of MHC dlass | related-A/B (MICA/B), while 2 disintigrin and
metalioproteinases domains 10 and 17 (ADAMI0 and 17) inhibitors (GW280264X, GI254023X) downregulate the release of sULBPZ. The natural inhibitor
of ADAM17 (TIMP3) blocks ADAM17 activity, preventing MICB shedding, (B} During hypoxia, nitric oxide levels are reduced, promoting the upregulation
of hypoxia inducible factor 1, a subunit (HIF1a). Consequently, ADAMIO mRNA levels are upregulated, correspondingly enhancing the release of sMICA
and sMICB, However, the restoration of nitric oxide levels by nitroglycerin {GTN) attenuates the shedding of these ligands. (C) Several chemotherapeutic
drugs can regulate the production of SNKG2DL through the downregulation of mRNA expression of several metalloproteases (MMP2, MMP9, ADAM10,
ADAMY), (D) Cytokines like intereukin-13 (IL-18) or transforming growth factor i (TGFR) reduce shedding of NKG2DL by transcriptional regulation of
ADAMY and NKG2DL. (E) Epigenetic drugs such as valproate (histone deacetilase inhibitor) and hydralazine (DNA methyitransferase inhibitor} may

modulate the production of sSNKG2DL by downregulating MMPS or NKG2DL mRNA expression,

factors (the EGFR/HER epidermal groweh factors family), and
growth inhibitory pathways (e.g., TGFB), as well as the shedding
of adhesion proteins (e.g., E-cadherin, L-selectin, ICAM-1, and
VCAM]) and in regulating angiogenesis. ™

The cleavage of MICA occurs ar multiple sites ac the surface
of tumor cells and involves several MPs that do not recognize
a specific sequence mocf but are more active in the proximity
of the MICA a3 domain* Matrix metallopeptidase 9 and 14
(MMP9 and MMP14) have been experimentally evinced to be
involved in the protealytic deavage of MICA. Suppression of
MMP9 by specific small interfering RNA (siRNA) reduces the
production of sMICA from human osteosarcoma cells while the

284974
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induction of these proteases by cytokines such as TGFB promote
MICA shedding from malignant glioma cell lines.* " Similarly,
inhibition of MMP14 by a short hairpin RNA (shRNA) reduces
MICA shedding from murine prostate cancer cells.”” Moreover,
ADAM merallopepridase 10 (ADAMI0) and 17 (ADAMI17, best
known as TACE) have also been implicated in the regulartion
of MICA shedding. Thus, transitory RNAi-mediated silencing
or pharmacological inhibition of these ADAM family MPs in
MICA transfectants and prostate carcinoma cells decreases the
release of soluble MICA.***

Barsoum et al.” showed that nitric oxide levels play an
important role in the production of sMICA, During hypoxia,

Volume 3

. Do not distribute.

l0sclience

© 2014 Landes B



nitric oxide levels are reduced, promoring the accumulation of
hypoxia-inducible factor 1o (HIFla) and enhancing ADAMI0
expression, thereby increasing the release of MICA molecules. In
contrast, in human prostate xenografts growing in nude mice,
nitric oxide reactivation by nitroglycerin (GTN) attenuated the
accumulation of HIFla and ADAMI0 expression, a molecular
phenotype associated with diminishing tumor growth,™ The
inactive thomboid protein 2 (IRHOM2), encoded by RHBDF2
gene, has recently been reported to be a regulator of ADAMI17.7
% This protein facilicates the maturation of ADAMI7 which in
turn promotes the shedding of the tumor-necrosis factor (TNF)
inflammarory cytokine. However, it is not yer known whether
this protein is able to regulate the production of sSNKG2DL
through ADAMI7.

Another protease documented 1o be involved in MICA
shedding is ADAM metallopeptidase 9 (ADAMY), a protease
that generates 2 soluble MICA molecules of 39 and 37 kDa™
The 39 kDa protein is produced by ADAMY proteolyric deavage
in the intracellular domain between the amino acids Gin347
and Val348, a cleavage event that gencrates a MICA protein
isoform lacking the cytosolic domain. Subsequently, this prowin
undergoes a second proteolytic cleavage chrough the acton of
an unidentified protease w generate the final 37 kDa sMICA.
Induction of ADAMY expression by interleukin 1B (IL-1B)
treatment in human HCC cells also promotes MICA shedding
although curiously, no changes in the levels of membrane-bound
MICA expression have been observed.” Furthermore, a positive
correlation between the levels of IL-1B and sMICA was found in
the serum of these patients, suggesting that this cytokine plays an
important role in MICA shedding through ADAM9.”

Although the precise cleavage site of MICB has yet to be
determined, replacement of the a3 domain with residues from
HLA-A2 molecule prevents the release of sMICB and inhibits
tumor development in immunodeficient mice.™ Similarto MICA,
several different MDPs have been implicated in the proteolytic
cleavage of the MICB ligand. MMP9 has been observed to
proteolytically cleave both MICA and MICB in osteosarcoma
cells (U-2 OS and Sa0S-2)." Furthermore, it has recently been
reported that ADAM  merallopepridase 15 (ADAM15) and
MICB are strongly expressed in PDAC and cheir expression
correlates with tumor stage. Thus, when ADAMIS acdvity is
blocked in PANC-1 cells, the release of sMICB is suppressed,
enhancing MICB expression on the cell surface. Taken together,
these observations suggest that ADAMIS plays a key role in the
regulation of MICB shedding.

The proteolytic release of MICA and MICB ligandsis promoted
by the recruitment of these ligands to DRMs (detergent-resistant
membrane microdomains). These cholesterol and sphingolipid-
enriched membrane regions can recruic MICA and MICB,
their proximity enhancing ADAMI7 activity chat subsequently
pramotes the efficient shedding of the ligands® Knowledge
of the molecular basis that associates the ligands (MICA and
MICB) with cholesterol and sphingolipid-enriched domains
could foster the development of new strategies for modulating the
refease of SNKG2DL from tumor cells. On chis basis, it has been
reported that MICA palmitoylation ~the addition of a 16-carbon
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farty acid chain by thioester linkage to cysteine residues in the
cytoplasmic rail- is the prerequisite for recruiting this ligand ro
cholesterol-cnriched microdomains. Site-directed muragenesis
in the Cys306 and Cys307 aminoacids of the MICA protein
blocks palmitoylation of MICA, preventing MICA molecules
from appearing in the DRM fractions. However, blockage of
palmitoylation only partially reduces sMICA levels, implying
that shedding does not occur exclusively from DRMs.*

In contrast to what happens to MICA and MICB, little is
currently known in regards to the mechanisms regulating the
shedding of ULBP ligands. Previous studies have demonstrared
thar CV1 and CHO cell lines transfected wich different ligands
(ULBPs1-3) release more soluble forms of ULBP2 and ULBP3
than of ULBP1." These resules suggest thac different mechanisms
may mediate the release of ULBP ligands, In support, ULBP2
has been documented to be shed from the cell membrane by
the action of ADAM-family MPs (ADAM10 and ADAMI7) in
glioma cells and in ULBP2-transfected cells, whereas ULBP1
and ULBP3 were not released by the action of such MPg.***

TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) are endogenous
inhibitors of MPs chat regulate the activity of these proceases during
extracellular marrix remodeling.” Four TIMP family members are
known (TIMP1, TIMP2, TIMP3, and TIMP4), of which only
TIMP1 and TIMP3 are known to ace as inhibitors of MPs involved
in NKG2DL shedding. TIMPI has been observed to block the
activity of MMDP9, MMP14, and ADAMIO, but with low affinity.
By contrast, TIMP3 is a potent inhibitor of MMP9, ADAMIO,
and ADAMIZ**" Although these inhibitors can downregulate
the acrivity of metalloproteinases involved in the shedding of
MICA, MICB, and ULBP2, little is known about their direct role
in the production of soluble ligands. To date, only TIMP3 has
been associated with a reduction in the release of sSMICB upon
exogenous addition o MICB-transfected cells.” Therefore, an
understanding of TIMP regulatory mechanisms could be useful
for designing means to control the release of SNKG2DL.

ERpS and GRP78 chaperones contribute to the release of
sMICA

There is clear ecvidence that endoplasmic reticulum
chaperones, such as thiol isomerases, are involved in the release of
sMICA from the tumor cell surface. Protein disulfide isomerase
family A, member 6 (PDIAG, best known as ERpS) is a member
of the family of thiol isomerases thar assists in the folding of
nascent proteins.” Hear shock 70kDa protein 5 (HSPAS, best
known as GRP78) is another endoplasmic reticulum protein
which co-regulates protein folding mediaced by che protein
disulfide isomerase family, including ERpS protein.” The role
of ERpS in regulating MICA shedding has been documented
using different tumor cell lines treared with 5,5-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) and phenylarsine oxide, agents which impair
protein disulfide isomerase function, or by PDIA6 transitory
silencing with siRNAs."" In both cases, the inhibirion of ERpS
abrogates the release of sMICA, suggesting that this chaperone
has a key role in regulating MICA shedding. ERpS binds to the
MICA a3 domain through transitory disulfide bonds, inducinga
conformational change that is essential for the further proteolytic
cleavage of MICA by MPs. The role of ERp5 in MICA shedding
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has recently been reported in Hodgkin's lymphoma in which
patients with high levels of ERp5 and ADAMI10 expression have
correspondingly high levels of sMICA in their serum.™ Similarly,
in CLL patients, high levels of sMICA are correlated with a high
level of ERpS and GRP78B expression on the cell membrane”

sNKG2DL and exosomes

Exosomes are small vesicles (30--100 nm) that are released by
tumor cells upon fusion of multivesicular bodies with che plasma
membrane.” Tumors release exosomes comprising molecules that
modify the tumor microenvironment, thus promorting twmor
immune evasion. Ithasbeen reported thatexosomes from malignant
mesothelioma pleural fluid can express TGFB and NKG2DL
(MICA/B, ULBPs1-3) on their surface thar can subsequently
cause the downregulation of NKG2D receptar on immune cells.™
However, others authors have shown thae dendritic cell-derived
exosomes express functional intedeukin 15 recepear, a chain
(IL-15Ra) and NKG2DL, which can promote the proliferation
and activation of NK cells ex vivo.” Vaccination of melanoma
patients with these exosomes restored the number and function
of NKG2D-dependent NK cells, abrogating rumor progression in
these pacients. Despite these intriguing observations, it is unclear
whether NKG2D modulation by exosomes may actually be due wo
the presence of the cytokines (ie., TGFB or IL15-Rat) mther than
engagement through NKG2DL. Further studies are necessary to
determine the exact role of exosomes bearing NKG2DL.

Although MICA, MICB, and ULBP2 are principally
released by the proteolytic activity of MPs, they can also be
released via exosomes, an alternative mechanism also leading
immunosuppression. However, exosomes are the only known
mechanism by which the GPl-anchored variants ULBPI
and ULBP3 are released from the cell surface.” Additionally.
MICA*008, the most frequent allele in the Caucasoid population
encoding a variant possessing a short transmembrane domain and
a cytoplasmic domain, is preferentially released as a full-lengeh
molecule in exosomes rather than by proteolytic deavage.” Ashiru
O et al.”™ have recently reported that the acquisition of the GPI-
domain anchor by MICA®(08 is responsible for the recruitment of
this allele in exosomes.

Pharmacological inhibition of NKG2DL shedding

Blockade of NKG2DL shedding by inhibiion of MP
activity may be a rractable scrategy for enhancing antitumor
immunity (Fig. 1). Release of sMICA, sMICB, and sULBP2 via
MPs can be inhibited by the action of several pharmacological
inhibitors of MMPs and ADAM proteins, MMP inhibitars
(MMPT), including MMPI IT and MMPI 11 are broad spectrum
inhibitors of several MPs and application of these MMPIs have
been shown to downregulate MICA and ULBP2 shedding in
CIR-MICA and CIR-ULBP2 rransfectants, respectively.**
Furthermore, treatments with ADAM10 and ADAMI7 inhibitors
(GW2B0264X and (G1254023X) has also been observed to reduce
the release of sMICA in CIR-MICA transfectants.* Nevertheless,
these synthetic inhibitors have the disadvantage of being relatively
nonspecific, prompting the evaluation of new approaches using
specific natural TIMPs inhibitors.

Chemotherapy treatments can modulate the production of
sNKG2DL. Some genotoxic treatments such as gemcitabine, a
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first-line trearment used in pancreatic cancer, may increase the
release of soluble ligands due o the upregulation of NKG2DL
expression on the cell surface, a phenomenon documented
in studies of pancreatic cancer cells™” However, other
chemotherapeutics may reduce the level of sNKG2DL by blocking
MP activity. BB94 (Batismatat), an agent that inhibits both MMPs
and ADAMs, has been observed to dampen the production of
sNKG2DL (MICA, sMICB, and sULBP2),“## Epirubicin and
doxorubicin are anthracydine anticumor drugs commonly used
in HCC chemotherapy. Trearment with these drugs in HCC
cell lines (Hep(G2 and PLC/PRF/S cell lines) inhibits ADAMI0
expression, increasing the expression of membrane-bound MICA
and correspondingly decreasing the release of sSMICA.™ Sorafenib,
an inhibitor of angiogenesis that effectively prolongs the median
overall survival of patients with advanced HCC, yields similar
results through the downregulaton of ADAM9. Thus, various
chemotherapy reagents can inhibic the protwolytic activity of
several MPs, increasing the surface expression of NKG2DL and
enhancing malignane cell recognition (and potencially eliminacion)
by the immune system.

Epigenedc moadifying drugs, such as histone deacerylase
inhibitors and demethylating reagents, have also been observed
to increase NKG2DL expression on the cell surface of various
cancer cell types. Valproate treatment in ostcosarcoma cells
downregulates MMP9 expression and thereby enhances the
expression of MICA and MICB ligands on the cell surface while
downregulating the release of soluble forms of these ligands.™
Moreover, the hypomethylating reagent hydralazine reduces the
release of soluble form of MICA and MICB in conjunction with
enhanced surface expression of chese ligands.™ These observations
suggest that epigenetic drugs could be a new therapeuric strategy
to enhance the immunorecognition of tumor cells, not only by
promoting NKG2DL expression on the cancer cell surface, but
also by reducing the release of the soluble forms of these ligands.

Concluding Remarks

In recent years, the release of soluble forms of NKG2DLs has
been extensively investigated with regard to cheir involvement in
tumor pathologics. Several studies have shown thar sSNKG2DL
are frequencly associated with a worse prognosis among tumor
patients. This corollary may be due to the interaction of soluble
ligands with the NKG2D receptor, a contact that promotes
receptor internalization and corresponding reduced cytotoxic
NK or CD8" T-cell recognition of cancerous cells. Therefore,
modulation of the balance between soluble and membrane-
bound NKG2DL could be uscful in the development of
antcancer therapy. In these regards, it has been reported that
specific inhibitars of MP acrivity can block the production of
sNKG2DL, alchough future studies will be required to determine
whether these protease inhibitors comprise a valid therapeutic
strategy for modulating the release of sSNKG2DL. Finally, the
recently elucidated role of exosomes in cancer development
and in immunosuppression via NKG2DL shedding suggests
that further knowledge delineating the mechanisms by which
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exosomes are released will further endeavors o develop new
strategies aiming 1o enhance immunity through the NKG2D-

NKG2DL interaction,

1.
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3. LOS TRATAMIENTOS DESMETILANTES DISMINUYEN LA
LIBERACION DE MICA, MICB Y ULBP2 EN LA LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA, FAVORECIENDO EL RECONOCIMIENTO
INMUNOLOGICO MEDIADO POR LAS CELULAS NK

ANTECEDENTES: La LMA es una enfermedad muy heterogénea desde el punto de vista
morfolégico y molecular lo cual dificulta tanto el prondstico como las opciones
terapéuticas de estos pacientes. Numerosos estudios han mostrado que los pacientes
con LMA presentan frecuentemente mutaciones en genes relacionados con la
metilacion del ADN (DNMT3A, TET2 e IDH) sugiriendo que la metilaciéon del ADN es un
mecanismo importante en el desarrollo de esta patologia. Actualmente dos agentes
hipometilantes (AZA, Vidaza®;, DAC, Dacogen®), aprobados por la FDA, estan siendo
utilizados para el tratamiento de la LMA. Estos tratamientos muestran consecuencias
diversas sobre la viabilidad y el ciclo celular, y ademds son capaces de modular la
expresion de multiples genes. Sin embargo, los mecanismos o las rutas moleculares

especificas sobre los que actian son aun poco conocidos.

Como hemos descrito previamente, la liberacién de los NKG2DL en su forma
soluble implica una expresién reducida de estos ligandos en la superficie de la célula
tumoral y la internalizacién del receptor NKG2D en la célula efectora, evitando
finalmente el reconocimiento inmunoldgico. A la vista de estas evidencias, en este
trabajo nos hemos propuesto analizar el efecto que los tratamientos hipometilantes
tienen en la liberacién de los NKG2DL y sus consecuencias funcionales in vivo en el

tratamiento de la LMA.

ﬂtl’culo 3: “Increasing TIMP3 expression by hypomethylating ageh
diminishes soluble MICA, MICB and ULBP2 shedding in acute myeloid

leukemia, facilitating NK cell-mediated immune recognition. Baragano
Raneros A, Minguela Puras A, Rodriguez RM, Colado E, Bernal T, Anguita
E, Vasco Mogorron A, Chaparro Gil A, Vidal-Castifeira JR, Marquez-
Kisinousky L, Diaz Bulnes P, Martinez Marin A, Garcia Garay MC, Suarez-

Alvarez B, Lépez-larrea C. Oncotarget. 2017 Mar 29. doi:

\io.18632/oncotarget.16657. J
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RESUMEN: A la vista de estos antecedentes, nos propusimos analizar el efecto del
tratamiento con agentes hipometilantes (AZA, DAC) sobre la liberacién de los NKG2DL
en lineas celulares de LMA (KG1A, NB4). Nuestros resultados mostraron que el
tratamiento con ambos agentes hipometilantes reduce drasticamente los niveles
solubles de todos los NKG2DL (MICA/B, ULBPs 1-3) asociandose con un incremento de
su expresion en la membrana celular. Ademas, el bloqueo de la liberacién de estos
ligandos en su forma soluble permite restaurar la expresion de NKG2D en las células
NK y, por lo tanto, incrementar su capacidad citotdxica. Estos resultados fueron
corroborados en muestras bioldgicas de pacientes con LMA tratados con Vidaza®
(n=12) donde se observé que los niveles de los NKG2DL solubles en el suero son
menores tras el tratamiento. Ademas, esta disminucion estd asociada con un aumento
de su expresion en la superficie celular de los blastos mieloides favoreciendo el
reconocimiento inmunolégico mediado por la interaccion NKG2D-NKG2DL. Esta
inhibicién en los niveles de MICA, MICB y ULBP2 soluble se produce como
consecuencia del incremento de expresién de TIMP3, un inhibidor natural de la
actividad de la proteasa ADAM17. El analisis del patron de metilaciéon de TIMP3
mediante la técnica de pirosecuenciacion mostréd que este gen se encuentra
aberrantemente metilado en las lineas celulares de LMA. Asimismo, el 25.5% de los
pacientes con LMA (n=90) presentaron niveles elevados de metilacién para TIMP3 los

cuales se asocian con un prondstico citogenético adverso de la enfermedad.

CONCLUSIONES: Nuestro estudio sugiere que la induccion de la expresién de TIMP3
tras el tratamiento con agentes hipometilantes disminuye los niveles solubles de MICA,
MICB y ULBP2 manteniendo su expresidn en la membrana celular. El andlisis del nivel
de metilacion de TIMP3 podria ser considerado como un nuevo biomarcador de
prondstico citogenético adverso en el desarrollo de la LMA. Por lo tanto, el
tratamiento con Vidaza® supone una buena estrategia terapéutica para desmetilar

TIMP3 potenciando la respuesta inmune frente a la LMA.
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a disease with great morphological and genetic
heterogeneity, which complicates its prognosis and treatment. The hypomethylating
agents azacitidine (Vidaza®, AZA) and decitabine (Dacogen®, DAC) have been
approved for the treatment of AML patients, but their mechanisms of action are
poorly understood. Natural killer (NK) cells play an important role in the recognition
of AML blasts through the interaction of the activating NKG2D receptor with its ligands
(NKG2DL: MICA/B and ULBPs1-3). However, soluble NKG2DL (sNKG2DL) can be
released from the cell surface, impairing immune recognition. Here, we examined
whether hypomethylating agents modulate the release of sNKG2DL from AML cells.
Results demonstrated that AZA- and DAC-treated AML cells reduce the release of
sNKG2DL, preventing downregulation of NKG2D receptor on the cell surface and
promoting immune recognition mediated by NKG2D-NKG2DL engagement. We show
that the shedding of MICA, MICB and ULBP2 is inhibited by the increased expression
of TIMP3, an ADAM17 inhibitor, after DAC treatment. The TIMP3 gene is highly
methylated in AML cells lines and in AML patients (25.5%), in which it is significantly
associated with an adverse cytogenetic prognosis of the disease. Overall, TIMP3 could
be a target of the demethylating treatments in AML patients, leading to a decrease
in MICA, MICB and ULBP2 shedding and the enhancement of the lytic activity of NK
cells through the immune recognition mediated by the NKG2D receptor.

www.impactjournals.com/oncotarget 1 Oncotarget



INTRODUCTION

Acute myeloid leukemmia (AML) 15 charactenzed by
the accumulation of myeloid precursors in bone marrow
and peripheral blood [1]. AML patients were origmally
categorized by the French-Amenican-British (FAB)
classification on the basis of their cellular morphology.
Since 2008, and extended m 2016, the World Health
Organization (WHO) has additionally characterized AML
patients with respect to specific genetic abnormalities [2].
Both classifications reveal the considerable clinical and
biological heterogeneity of this disease, but the therapeutic
options remains very limited. Genome-wide epigenctic
studies have shown that mutations in genes mvolved in
DNA methy lation (DNMT3A, TET2 and IDH) or aging-
associated changes are the main causes of the aberrant
DNA methy lation pattemn noted in AML patients [3] DNA
hypomethy lating agents are currently approved by the US
Food and Drug Administration (FDA) for the treatment
of patients with AML and myelodysplastic syndromes.
Azacytidine (Vidaza®, AZA) and decitabine (Dacogen®,
DAC) are cytidine nucleoside analogs whose main
advantage over conventional care regimens is less toxicity
of the drug, better tolerability and better overall survival of
AML patients [4-6]. These hypomethylating drugs affect
cell viability, cell cycle, and changes m gene expression
profiles [7]. Thus, knowing the molecular patterns that are
modulated by these agents could be essential to imroving
their effectiveness and for identifying new biomarkers that
predict the regponse to these drugs.

Natural killer (NK) cells play an important role in
the imnate immune response to AML through a balance
between activating and inhibiting signals [8] NKG2D s
one of the most important activating receptors expressed
in CD8 T cells, NK cells, v6 T cells and NKT cells [9].
NKG2D recogmzes two families of stress-inducible
ligands (NKG2DL): the MHC class I-related molecules
(MICA/MICB) and the UL-16-binding protems (ULBP1-
6) [10, 11]. The expression of NKG2DL in AML cells 1s
highly heterogencous and controversial. Some authors
have shown that most AML patients express at least one
NKG2DL at the cell surface [12], whilst others have
reported low or null expression levels of these ligands
m AML cells [13, 14]. In addition, AML cells have
developed several regulatory mechanisms to downregulate
NKG2DL expression and avoird NKG2D-mediated
mmumosurveillance.  Epigenetic modifications have
been proposed as being key mechanisms for modulating
NKG2DL expression in AML cells. Treatment with
valproic acid, a histone deacetylase inhibitor, enhances
MICA, MICB and ULBP1 surface expression in AML
blasts, mcreasing the killing activity of NK cells [15] In
this way, we have previously reported that MICA, ULBPI,
ULBP2 and ULBP3 genes are aberrantly hyp ermethy lated
in AML cells, and that treatment with demethylating
agents increases their expression promoting recognition
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and cytolysis by NK cells [16]. Moreover, NKG2DL can
also be released from the surface of tumoar cells, leading to
downregulation of their NKG2D receptor and damaging
their recognition by cytotoxic NKG2D-positive cells [17].
Some NKG2DL are more susceptible to metalloprotease
(MP) cleavage and to release as soluble proteins, whilst
other NKG2DL are recruited to exosomes [18-23]. The
matrix metalloproteases (MMPs) MMP9 and MM14, and
the ADAM (a disintegrin and metalloprotemase) famuly
(ADAMY9. ADAMI10 and ADAM]17. also known as TACE)
are mainly known for their involvement in NKG2DL
cleavage, and some, such as ADAMI17, can be found in
exosomes [24]. Thus, the different mechanisms of release
for NKG2DL could depend on the cell type, the cellular
metabolism, and even the availability of MMPs [25].

The wtssue inhibitor of metalloprotemases-3
(TIMP3), a potent mhibitor of the MMP subfamily and
some ADAMzs, has been associated with MICA and
MICB shedding [26, 27]. The presence of high levels
of sSNKG2DL i the serum of AML patients has been
associated with poor swvival and lower complete
ramission rates [12, 28], Therefore, a detailed knowledge
of the mechanisms mvolved m the regulation of sNKG2DL
could usefully be applied to prevent the immune escape of
tumor cells

In this study, we analyze the effect of
hypomethylating agents on the shedding of sNKG2DL in
AML cells and their consequences for NK cell-mediated
immune recognition. We show that (i) AZA and DAC
limit the release of all NKG2DL n the supermnatants of
AML cell lines; (1) decreased levels of sSNKG2DL prevent
the downregulation of the NKG2D receptor and favor
the recogmtion and lysis of AML cells by NKL cells,
(111) ADAMI17 is the sheddase involved in the release of
$NKG2DL in AML cell lines; (1v) demethy lation of 77MP3
gene may be responsible for the lower level of shedding
of MICA, MICB and ULBP2 in AML cells; and (v) ligh
TIMP3 DNA methylation levels n AML patients are
associated with an adverse cvtogenctic prognosis for the
disease. Therefore, our study reveals that hypomethylating
treatments i AML cells could modulate the shedding of
MICA, MICB and ULBP2 in a TIMP3 demethylation-
dependent manner.

RESULTS

Hypomethylating treatments limit NKG2DL
release, promoting NKG2D-mediated NKL cell
recognition

We determined the effect of the AZA and DAC
hypomethylating agents on the release of sNKG2DL
(MICA. MICB, ULBPs 1-3) in two AML cell lines
(KGla and NB4) that showed high levels of these soluble
molecules m their cellular supeamatants at basal level.
AML cells were treated with DAC or AZA (1 M or
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5 uM) for 48 hours, and the presence of sSNKG2DL in
the cell-free supematants was quantified by ELISA. The
levels of all sNKG2DL were significantly reduced after
treatment with both demethylating drugs (Figure 1A). The
downregulation was dose-dependent, but the pattern was
not identical in the two cell Imes, the difference was more
pronounced at 1 pM in the NB4 cell line than in the KGla
cells, However, in both cell lines, all sNKG2DL were
reduced by more than 90% at the highest doses. As sumlar
effects were obtained with both hypomethylating agents
and because DAC treatment is less toxic to the AML cells,
further in vitro experiments were carried out with DAC
alone Morcover, as shown m Figure 1B, reduced release
of sNKG2DL after DAC treatment was associated with
the increased expression of these ligands on the surface
of AML cells.

The presence of NKG2DL in soluble forms can have a
dual effect: on the one hand, 1t down-modulates the NKG2D
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receptor on the surface of NKG2D-positive effector cells.
and on the other hand. it damages the mumume recognition
mediated by cytotoxic cells by blocking the NKG2D-
binding site to thewr NKG2DL expressed on the surface of
target cells. To explore those fimetional consequences after
DAC treatment, we first analyzed the effect of sNKG2DL on
the expression of NKG2D receptor m NKL cells before and
after DAC treatment. NKG2D expression was significantly
weaker m the presence of supematants from untreated
AML cells (sNKG2DL-positive; p = 0.09 for KGla and
p = 0.002 for NB4) whilst the NKG2D expression was
partially restored after mcubation with DAC-treated
supemnatants (p = 0.023 for KGla and p = 0011 for
NB4) (Figure 2A). Additonally, we assaved the effect
of SNKG2DL on the blockage of the NKG2D-NKG2DL
engagement. To do this, we carried out cytotoxicity assays
using the NKL cell lme, which expresses high levels of
NKG2D receptor, as a source of effector cells, and, as

ULBP2 ULBP3

Ctrl

1 uM DAC
5 uM DAC
1 UM AZA
5 UM AZA

H_ R B8

NB4

Ctrl

5 UM DAC

MAL N LLJL

MICA MICB ULBP1  ULBP2 ULBP3 MICA MICB ULBP1  ULBP2 ULBP3

Figure 1: Hypomethylating agents (DAC and AZA) decreases the release of sSNKG2DL, inducing their expression on
the surface of AML cells. (A) AML cell lines (KG1a and NBA cells) were treated with DMSO (Ctrl), DAC (1 and 5 uM) or AZA (1 and
5 pM) for 48 hours. Solble levels of MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 and ULBP3 ligands were quantified by sandwich ELISA. Each bar
represents the mean = SEM of at least four independent experiments. p < 0,05 and “p < 0.001. (B) KGla and NB4 cells were treated with
5 uM of DAC for 48 hours. Before and after treatment, cell surface expression of NKG2DL was analyzed by flow cytometry using
monoclonal antibodies specific to each NKG2DL (MICA, MICB, ULBPI, ULBP2 and ULBP3), followed by mcubation with FITC-
conjugated goat anti-mouse 1gG. The white lustograms represent the isotype control antibody and shaded grey histograms show the
NKG2DL expression. Dotted vertical lines mdicate mean fluorescence mtensity value in untreated samples.
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target cells, the human leukemic cell line K562, which effects on the lytic capacity of NKL cells (Figure 2B, night
expresses high levels of NKG2DL on the cell surface panel). So, when the cytotoxicity assay was performed in
(data not shown). Effector (E) and tarzet (T) cells were the presence of supematants (SNKG2DL-positive) from
co-cultured, at diffarent ET ratios, in the presence of untreated-AML cells (KGla and NB4), the lytic ability
cell-free supematants obtamed from untreated and DAC- of NKL cells was significantly reduced at all assayed E'T
treated AML cells. As shown in Figure 2B (right panel), ratios (p = 0.0045 for KGla and p = 0.14 for NB4 at 10:1
immune recognition was dependent on the NKG2D- ET ratio) (Figure 2B, left and middle panel). However, in
NKG2DL interaction because blocking NKG2D with an the presence of supernatants obtained from DAC-treated
anti-NKG2D monoclonal antibody (mAb) completely AML cells (reduced sSNKG2DL), the specific lysis was
mhibited specific lysis. Moreover, no effects on lysis were similar to basal conditions and significantly greater than
observed when exogenous DAC was added under basal in supemnatants from untreated AML cells (p = 0.0016 for
canditions, confimmng that the DAC lack of non-specific KGlaand p =0.026 for NB4 at 10:1 ET ratio),
A
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Figure 2: Reduced shedding of sNKG2DL after DAC treatment restores the NKG2D expression and favors the
immune recognition mediated by NKG2D-NKG2DL engagement. (A) NKL cells were co-cultured with cell-free supematants
(sn) obtained from KG1a and NB4 cells untreated (sn-DMSO) or treated with | pM DAC for 48 hours (sn-DAC), NKL cells grow n culture
medinm were considered as a control (Ctrl), NKG2D expression was analyzed by flow cytometry and represented as mean fluorescence
ntensity (MFI). Each bar represents the mean = SEM of three ndependent experiments. ** versus control and p < 0,01; * versus sn-DMSO
and p < 0,05, (B) NKIL cells were co-cultured with K562 cells at the indicated E-T ratio in a cell lysis assay, m the absence (Ctrl) or presence
of cellular supematant derived from KGla (left panel) and NB4 (middle pancl) cells previously treated with DMSO (sn-DMSO) or 1 pM
DAC (sn-DAC) for 48 hours. Specifiaity of the NKG2D-NKG2DL mteraction was corroborated using an anti-NKG2D blocking mAb and
the effect of DAC was assayed 1o analyze the non-specific effects on the lytic capacity of NKL cells (right panel). Measurements were
made in duplicate and the mean = SEM of the two independent experiments are shown *versus control and p < 005 |, ** versus control and
p <001, " versus sn-DMSO and p < 0.05.
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Thus, our results suggest that downregulation of
sNKG2DL mn AML cells after DAC treatment favors NKL
cell-mediated immune recognition through NKG2D-
NEG2DL engagement

ADAM17, but not ADAMI10, is involved in
NKG2DL shedding by AML cells

Proteolytic shedding of NKG2DL 1s mediated by
different proteases in which ADAM10 and ADAMI17
play a key role [17]. We analyzed the involvement of
these two proteases in the release of sNKG2DL by AML
cells, KGla and NB4 cells were treated for 48 hours
with specific inhibitors for ADAM17 (GW280264X) and
ADAMI0 (GI1254023X), and the presence of SNKG2DL
was quantified by ELISA i the culture supematants.
Pharmacological mhibition of ADAMI17 produced a
significant decrease in all sNKG2DL levels in both AML
cell lines but no change was observed after ADAMI0
mhibition (Figure 3A). Similar results were obgerved with
TMI 1. an inlubitor of ADAM17 and other MMPs, but
not of ADAMI10 activity (Supplementary Figure 1). These
results suggest that only ADAMI17 is mamly mvolved in
the shedding of NKG2DL in AML cell lines,

In order to detenmine whether DAC treatment
mduces changes in the expression levels of ADAMI7,
we quantified ADAMI7 expression on the surface of
KGla and NB4 cells before and after DAC treatment
by flow cytometry. No changes in the expression of
ADAM17 were detected after treatment with DAC for
48 howrs (Figure 3B), Nonetheless, we found that DAC
significantly reduced ADAMI7 activity in untreated
and DAC-treated AML cells (p = 0.01 for KGla and
2 =0.039 for NB4) when analyzed by a fluorometric assay
(Figure 3C). Therefore, these findings sugzest that the
proteolytic activity of ADAMI17, and not its expression,
could be directly or indirectly damaged upon exposure of
AML cells to demethylating treatments. leadmg to less
shedding of NKG2DL.

DAC modulates sMICA, sMICB and sULBP2
release through demethylation of TINIP3

The tissue inhibitor of metalloproteinase-3
(TIMP3) works as a natural inhibitor of ADAM17 and
has also been shown to block the release of sNKG2DL
[26]. First, we examined whether DAC treéatment could
induce changes in the expression of TIMP3. To this end,
KGla and NB4 cells were cultured for 48 hours with
growing concentrations of DAC and TIMP3 expression
was analyzed by qRT-PCR and western blot. While the
TIMP3 transcription levels were very low or nearly
absent at basal level in both AML cell lines, a significant
dose-dependent increase in TIMP3 was obgerved after
DAC treatment (Figure 4A). As a positive control, we
analyzed the transcription levels of MICA in KGla cells,
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which our group had previously reported to be highly
methylated in this cell line. Moreover, these results are
carrelated with a clear increase in TIMP3 protein levels
relative to basal conditions after DAC treatment in both
cell lines (Figure 4B).

These findings led us to hypothesize that epigenetic
mechanisms such as DNA methylation might regulate
the expression of the 77MP3 gene in AML cells. To find
evidence to support this hypothesis, we determined the
TIMP3 DNA mecthylation profile by pyrosequencing
before and after treating KGla and NB4 cells with DAC,
The analyzed region contains seven CpG sites within a
CpG island located between positions +579 bp and +637
bp. Results show that the TIMP 3 gene 1s highly methy Iated
in KGla and NB4 cells (91.5% and 92.3%, respectively),
whereas these levels were partially reduced (502 m KGla
and 52.7% in NB4) after treatment with DAC (5 pM,
Figure 4C). The decrease in the DNA methylation level for
the 77MP3 gene was DAC dose-dependent, comroborating
the specificity of the demethylating agent treatment.
However, TIMP3 was fully unmethylated in the HELR
AML cell line, which did not release sNKG2DL (data not
shown). These data suggest that demethy lation of TTMP3
could be associated with their increased expression levels
in AML cells after DAC treatment.

Next, the direct involvement of TIMP3 i regulating
and shedding sSNKG2DL was confirmed by gene silencing
(Figure 4D). KG1a cells were treated with DAC in order
to increase TIMP3 expression, and further TIMP3 was
silenced vsing small mterfering RNA (siRNA) While
treatment with DAC sigmficantly reduces the levels
of all NKG2DL in the cell-free supematants, specific
silencing of TIMP3 restores the shedding and release of
soluble MICA (p=0.001), MICB (= 0.031) and ULBP2
(p = 0.002) (Figure 4E). However, the soluble ULBPI
and ULBP3 remain unchanged. Thus, the TIMP3 DNA
methylation pattern could modulate the sheddase activity
of ADAM17 and thereby the release of sMICA, sMICB
and sULBP2. Additional mechanisms mvolved in the
ADAMI17 regulation and induced by hypomethylating
agents could be responsible far the downregulation of
the soluble levels for ULBP1 and ULBP3, although this
aspect requires further analy sis.

Vidaza"-treated AML patients show reduced
SNKG2DL release

Two hypomethylating agents (Vidaza* and
Dacogen®) are currently approved for the treatment of
AML patients. Decitabine is indicated for those aged 65
years or more and who are not considered candidates for
mduction chemotherapy, while Vidaza® is adminstered to
AML patients as an mitial regimen and to those who have
relapsed. For these reasons, Vidaza® is used more widely
than decitabine in AML patients with high percentage of
blasts (> 2(P%) or myelodysplastic related changes.
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We quantified the soluble levels of MICA, MICB
and ULBPs1-3 by ELISA n the sera of twelve patients
obtained before and after treatment with Vidaza®, All
patients showed soluble levels of two or more NKG2DL.
MICB and ULBP3 were the most commonly released
NKG2DL (83.3% of the patients), followed by ULBP2
(66.79%), ULBP1 (583%) and MICA (50%) (data not
shown). When we compared the soluble levels of each
NKG2DL before and after treatment, we noted a clear
tendency towards the reduction of sNKG2DL after
treatment although not significant except for MICB (p =
0.022) (Figure 5A). More than 60% of the patients who
were positive for some soluble ligand before treatment had
lower levels of these ligands after Vidaza™ treatment.

We were only able to obtam blasts from the bone
marrow of five patients before and after Vidaza® treatment.
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There was a clear increase m the expression of some
NKG2DL on the cell surface of blasts of three patients,
whilst this increase was more discrete or nonexistent in
the other two patients (Figure 5B and 5C). Patients who
received the highest number of cycles (between 7 and
13) of Vidaza™ showed the greatest increase in NKG2DL
expression (data not shown).

To determune the in vivo effect of the treatment with
hypomethy lating agents on immune recognition mediated
by NK cells, we carried out a cytotoxicity assay using the
NKL cell line as effector and C1R-MICA transfectants
as target cells, at different ET ratios. The co-culture
assay was performed mn the presence of serum from two
independent AML patients obtamned before and after
Vidaza® treatment. The specific lysis of target cells was
significantly inhibated m the presence of pre-Vidaza® sera
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Figure 3: ADAM17, but not ADAM 10, regulates NKG2DL shedding in AML cell lines. (A) KGla and NB4 cells were treated
with inhibitors specific to ADAMI7 (10 uM GW280264X) and ADAMI0 (50 uM of GI1254023X) for 48 hours. Levels of soluble NKG2DL
(sMICA/B and sULBPs1-3) were quantified by sandwich ELISA. Values are the mean = SEM of at least three independent experunents.
P<005amd “p< 001 (B) KGlaand NB4 cells were treated with DMSO (Ctrl) ar DAC (1 pM) for 48 hours, After treatment, cell surface
expression of ADAMI7 was analyzed by flow cytometry using anti-human ADAMI17 monoclonal antibody, followed by mcubation with
FIT C-conjugated goat anti-monse [2G. The white histograms represent the isotype control antibody and the shaded grey histogrmns show the
ADAMI17 expression. (C) ADAMI 7 activity m KGla and NB4 cells was measured in whole-cell lysates after treatment with DMSO (Ctrl)
or DAC (5 M) for 48 hours. Data are expressed as relative fluorescence umits (RLU) ot Ex/Em=490/520 ran absorbance normalized with
respect to micrograms of total protein (RLU/pg). Values pre the mean + SEM of three independent expeniments. p < 0.05 and “p < 0.01.
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(positive sNKG2DL) at all analyzed ratios (p = 0.006 and
p=0.01 at 2.1 E:T ratio for both patients respectively),
and was partially restored afler co-culture in the presence
of post-Vidaza® sera (low levels of sSNKG2DL, p = 0.025
and =0.017 01 at 2.1 ET ratio for both patients) (Figure
6). These results suggest that treatment of AML patients
with hypomethylatng agents limits the release of soluble
NKG2DL in sera, contributing to a stronger immune
recognition by NKG2D -positive cytotoxic cells.
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Aberrant 7IMP3 DNA methylation is associated
with an adverse cytogenetic prognosis

To confirm the results previously obtained in
AML cell lines, the 7IMP3 DNA methylation pattem
was analyzed m bone marrow cells obtamned from 90
AML patients and 25 healthy donors, using the bisulfite
pyrosequencing techmque. The T7AP3 DNA methy lation
levels observed in healthy donors were highly homogencous
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Figure 4: TIMP3 is involved in the release of sSMICA, sMICB and sULBP2 in AML cell lines. (A) KGla and NB4 cells
were treated with DMSO (Ctrl) or DAC (0.25, 0.5 and 1 jM) for 48 hours, and TIMP3 expression was analyzed by qRT-PCR. Each
bar represents the relative expression of TIMP3 neemalized with respect to the reference gene (GAPDH), usmg the 2 method. MICA
transcription levels i the KGla cell me intreated (DMSO, Ctri) or treated with DAC at different concentrations were used as a positive
control. Results are summarized as the mean + SEM of five mdependent experiments, “p < 0.05 and “'p < 0.01. (B) TIMP3 protein levels
were evaluated by westem blot m KGla and NB4 cells after treatment with DMSO (Ctrl) or DAC (1 pM or 5 pM) for 48 hours. “p < 0.05.
(C) The TIMP3 methylation pattern was quantified by pyrosequencing m AML cell Imes (KG1a and NB4 cells) before and after treatment
with 1 uM or $ uM DAC. Pic charts show the average percentage of methylation for the CpGs analyzed in the T/MP3 gene. (D) TIMP3
expression was inhibited by transfection of KGla cells previously treated with DAC (1 puM) with a TIMP3-specific siRNA or nonspecific
scramble sIRNA (200 nM). p < 0.05 (E) Soluble NKG2DL were quantified by sandwich ELISA after TIMP3 mhibition. Values shown
are the mean £ SEM of three independent experiments. * versus coatrol and p < 0.05, ™ versus control and p < 0.01 * versus nonspecific
scramble siRNA and p < 0.05
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Figure 5: Vidaza®-treated AML patients show lower sSNKG2DL levels and enhanced NKG2DL expression in blasts.
(A) Soluble NKG2DL were quantified by sandwich ELISA in sera from twelve AML patients before and after Vidaza® treatment. Lines
represent the levels of each sNKG2DL (ng/mL) before and after treatment of each individual AML patient. (B) Expression of NKG2DL
on the cell surface of blasts from five AML patients before and after Vidaza* treatment (left panel). The night panel shows dot plots of
NKG2DL expression on the cell surface of blats from a representative patient. Numbers included in the figure quadrants indicate the
percentage of positive cells for each NKG2DL
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(median: 5 £ 1.2%. range 0 — 8.5%) whilst AML patients
show highly vanable methylation rates for 7IMP3 (median:
88 + 13.9%; range: 0-8%0) (Figure 7A). Comparative
analysis showed TIMP3 to be significantly methylated m
AML patients compared with healthy donors (p < 0.001).
Taking a DNA methylation rate greater than 20% to be
anomalous, we found that 25.5% (23/90) of the AML
patients exhibited aberrant DNA methy lation for 7IMP3.
To investigate the association between TIMP3
DNA methylation and the clinical characteristics of
AML patients, we classified the patients as inmethylated
(TIMP3 DNA methylation levels < 2006) and methylated
(TIMP3 methylation rate > 20P%). No statistically
significant association was found with age, sex, FAB
classification, AML etiology (prumary or secondary) or
induction therapy (data not shown), In order to analy ze the
genetic prognosis, AML patients were divided into three
groups (favorable, intermediate and adverse cytogenetic
prognosis) based on the abnormalities described by Yohe
ct al [29] Data show a significant association between
DNA methylation status for TIMP3 and cytogenclic
prognosis (p = 0.001) (Figure 7B). AML patients
harboring methylated 7IMP3 had a higher frequency of the
adverse karyotype (44%) than did those with a favorable
or intermediate prognosis (10% each). We also observed
that 80% of AML patients with trisomy 11 and 66.7%%
with deletions linked to TP53 gene logs showed aberant
methylation for 77AfP3 (Table 1). Interestingly, mutations
in the FMS-like tyrosine kinase (FLT3) gene, specifically
mtemal tandem duplications (FLT3-1TD), were clearly

Resultados| 143

associated with high levels of TIMP3 methylation
(p = 0.002) (Table 2). Therefore, abarant TIMP3 DNA
methylation in AML patients could be associated with an
adverse genetic and cylogenetic prognosis, specifically
with the presence of trisomy 11 and deletions hnked to
TPS53 pro-oncogene loss,

DISCUSSION

The highly heterogeneous nature of AML makes it a
difficult discase to treat effectively. The hypomethylating
agents azacitidine and decitabmne are carrently approved
for AML patients who are ineligible for allogencic stem
cell transplantation and induction chemotherapy [30].
Considerable efforts have been made to identify the targets
where these drugs exert their function. NKG2D, the main
activating receptor of NK cells, plays an important role in
the immune recognition of AML blasts through interaction
with their NKG2DL (MICA, MICB and ULBPsl-3).
However, AML cells have developed several mechanisms
to evade this recognition, such as NKG2DL release from
the cell surface in a soluble form that promotes NKG2D
mtermalization and mmune evasion [31]. Therefore,
it 15 of great interest to imderstand the effect of the
hypomethylating agents in the release of sNKG2DL
by AML cells and on NKG2D-NKG2DL-mediated
recognition. Here, we show that treatment with the
hypomethylating agents limits the release of sNKG2DL
by AML cells through the inhibition of ADAM1 7 activity.
For MICA, MICB and ULBP2, we demonstrated that
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Figure 6: Treatment with Vidaza® enhances the immune recognition mediated by NKG2D-NKG2DL engagement. NKL
cells were co-incubated with CIR-MICA transfectants at the indicated ET ratios (1.1 and 2:1) in a cell lysis assay, in the presence of sera
obtamned before and after treatment with Vidaza* from two independent AML patients. Values are the mean = SEM of the percentage of
specific lysis from three mdependent experiments. * versus control and p < 0.05; ™ versus control and p < 0.01 * versus pre-Vidaza® sera

and p < 0.05.
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Table 1: Genetic alterations of AML patients in association with TIMP3 methylation

Variant Methylated TIMP3 Unmethylated TIMP3 -
n=23(%) n=67 (%)

Cytogenetic characteristics
t(8;21) 1(20°%) 4 (80%) ns
1(15:17) 1 (7.7%) 12 (92.3%) ns
mv (16) or t (16:16) 1(108%) 9 (90%) ns
t(9:11) 0 (0?0) 2 (100%) ns
~7/-7q 1(25%) 2 (75%) ns
=21 0 ((Pa) 5 (100%) ns
+4 0 (07%) 3 (100%) ns
+8 2 (33.3%) 4 (66.79%) ns
+11 4 (807%) 1 (20%0) 0.001
+13 0 ((P%) 2 (100%6) ns
+21 1 (2004) 4 (80°4) ns
delsq 3(37.5%) 5 (62.5%) ns
del7q 2 (28.6%) 5 (71.4%) ns
dell7p (p53) 4 (66.7%) 2 (33.3%) 0.007
Normal karyotype 2 (8.7%) 21 (91.3%) ns
Complex karyotype 3 (42.8%) 4 (57.29%) ns
Gene mutations
NPMI 5 (41.7%) 7 (58.3%) ns
FLT3-D835 1(12.5%) 7 (87.5%) ns
FLT3-ITD 6(75%) 8 (25%) 0.001
CEBPA 2 (66,7%6) 1 (33.3%) s

ns: not significant.

blockage of the shedding mediated by ADAMI1 7 1s caused
by the demethylation of their inhibitor TIMP3. Thus, the
use of these hypomethylating drugs could be useful for
enhancing the immune recognition mediated by NKG2D-
NKG2DL m AML patients.

First, we observed that hypomethy lating treatment
significantly reduced the release of the soluble form of
all NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs1-3), and enhanced
their expression on the surface of KGla and NB4 cells
Cell-free supemnatants obtamed from untreated AML
cell lines, which show high levels of soluble NKG2DL,
downregulate the expression of the NKG2D receptor,
diminishing recognition and lysis by NKL cells. By
contrast. supernatants from AML cells treated with DAC
have lower soluble levels of these ligands, ncreased
expression on the cell surface and thereby a higher level
of recognition by cytotoxic cells,

Analysis of soluble NKG2DL in serum from AML
patients before and after Vidaza® treatment confinmed
that soluble levels of all NKG2DL are diminished after
treatment. Prelimmary data from this study suggest
that NKG2DL expression on the cell surface of AML

blasts could be enhanced mn proportion to the number
of cycles of hypomethylating agent received, but we are
aware of the limitation of this analysig due to the small
number of cases nvolved. Thig is the first demonstration
of hypomethylating agents controlling the release of
sNKG2DL in AML cells. However, further analy sis with
a larger cohort of patients and samples is needed to venfy
the functional invive consequences of these treatments on
the release of NKG2DL from AML blasts.

The ADAMs family sheddases, ADAMIO and
ADAMI17, have been mnplicated mn the proteolytic
cleavage of NKG2DL in several types of cancer cells [20,
32-33]. Treatment of AML cell lines (KGla and NB4)
with an ADAMI10-specific inhibitor (GI254023X) did
not affect the release of sNKG2DL. However, ADAM17-
specific inhibitors (GW280264X and TMI-1) significantly
restricted the release of all NKG2DL, inchiding sULBP1
and sULBP3. MICA, MICB and ULBP2 are mainly
released by MMPs, while ULBP1 and ULBP3 are
recruited and releaged in exosomes [17]. However, these
mechanisms are not exclusive and, for example, ULBP3
can be released by the protease ADAMI10 in Hodgkin
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Table 2: Clinical characteristics of AML patients
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Characteristics AML patients
n =90 (%)
Age (years)
<60 44 (45.8%)
> 60 46 (54.29%)
Sex
Male 52(57.8%)
Female 38(42.2%)
FAB classification
MO 4(4.5%)
M1 6(6.7%)
M2 28(31.19%)
M3 12(13.3%)
M4 9 (10%)
MS§ 23 (25.59%)
M6 0(0%)
M7 5(5.6%)
Unclassified 3(3.3%)
Type of AML
Primary 60 (66.4%)
Secondary to SMD 15(16.7%)
Secondary to other cancer 15(16.7%)
Cytogenetic prognosis
Favorable 29(32.2%)
Intermediate 20 (22.2%
Adverse 41(45.6%)
Therapy
Chemotherapeutic 42 (46.7%)
Palliative care 14 (15.5%)
Allo-TPH 18 (20%6)
Auto-TPH 10 (11.1%)
Missing-data 6 (6.7%)

fymphoma cells [34]. Moreover, some metalloproteases
such as ADAMI17 can be found in exosomes, where they
can be active and release their substrates [24]. Recently,
release of ULBPI from the cell surface has been found
to be associated with their endocytosis and proteosomal
degradation [35]. Thus, the two mechanisms involved mn
the shedding of NKG2DL could mteract or be dependent
on the cellular context, the expression of the different
metalloproteases or the traffickmg properties of each
NKG2DL.

It has been reported that ADAMI7 s expressed
by cell lines and primary AML cells [36]. Consistent
with this, we found that KGla and NB4 cells express
ADAM17 on the cell surface and that this expression is
not affected by DAC treatment. Nevertheless. ADAM17

activity was significantly reduced after treatment with
the hypomethylating agent, which implies that decitabine
may regulate the shedding of sNKG2DL through the
modulation of ADAMI17 activity. Understanding the
mechanisms mvolved in ADAMI17 functienality could
be relevant for developing new treatments for AML
patients,

Several studies have reported diminished expression
of TIMP3, a natural mhibitor of ADAMI7 activity,
contributing to the mvasion and migration of tumor cells
of various types of epithelial cancers {e.g., thyroid and
lung cancers, melanoma, etc.) [37-39]. Consistent with
this, we observed that TIMP3 expression in AML cell
lines was very low, but increased after freatment with
DAC, suggesting that this gene could be suppressed

www.impactjournals.com/oncotarget

11

Oncotarget



by epigenctic mechanisms such as DNA methylation.
Changes m the DNA methylation status of various
oncogenes o tumor suppressor genes occur frequently
during the development of AML, So, mutations m genes
encoding enzymes mvolved in the regulation of DNA
methylation such as DNMT3A, IDH or the TET famuly
are frequently found in AML patients [40]. The TIMP3
gene 13 hypermethylated in KGla and NB4 cells, which
show high levels of sNKG2DL, but 1s completely
unmethylated imn HELR cells, which do not release
soluble ligands. Thus, the TIMP3 methy lation rate could
help modulate the release of soluble ligands in AML.
Further, AML patients (25 3%%) showed aberrant DNA
methy lation for 7ZMP3 in blasts obtamed from their bone
marrows. TIMP3 DNA methylation has been described
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in several epithelial cancers [41, 42], but this is the first
time 1t has been found to be methylated in AML patients.
Additionally, m this study, we show that specific silencing
of TIMP3 after treatment with DAC partially restores
the soluble levels of MICA, MICB and ULBP2, whereas
sULBP1 and sULBP3 levels remain unmodified. Thus,
demethylation of TIMP3 could be the main mechanisms
mvolved mn downregulating the shedding of MICA,
MICB and ULBP2 in DAC-treated AML blasts. However,
additional mechanisms should be sought to explain the
reduced levels of sULBP1 and sULBP3 attained after
treatment with hypomethylating agents and mediated
by the sheddase ADAMI7. Independently of TIMP3,
ADAMI7 can be regulated by other mechanisins, such as
those mnvolving miRNAs. Thus, it has been reported that
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Figure 7: Aberrant TIMP3 DNA methylation levels in AML patients are associated with an adverse cytogenetic
prognosis. (A) The 77A4P 3 DNA methylation levels were quantified by pyrosequencmg m bone marrow cells obtamned at diagnosis from
90 AML patients and from 25 healthy donors. Each sample s represented by a black dot, (B) Pie charts indicating the frequency of AML
patients with aberrant DNA methylation levels (> 2086) for TIMP3 by cytogenetic prognosis group (favorable, intermediate and adverse)

of AML patients.
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miRNA-145, which is aberrantly methylated in various
cancers, negatively regulates the expression of ADAM17
mn renal and hepatocellular carcinomas [43, 44]. Morcover,
other protems such as the aminopeptidase N/CD13 and
the membrane-anchored glycoprotein RECK, which
are regulated by DNA methylation, negatively regulate
ADAMI17 activity by intemalization or direct physical
mnteraction. respectively [36, 45].

Most AML patients show some chromosomal
anomality or gene mutations [46]. Although mutations
of FLT3, NPM! and CEBPA are customarily found in
AML, others have emerged in recent years that allow
patients to be categorized on the basis of their evolution
[29]. Here, we found that aberrant methylation levels
in specific genes, in addition to abnonmal mutations,
could help stratify AML patients and establish a more
accurate therapy. In AML patients, aberrant T7MP3
methylation was significantly associated with an
adverse cytogenetic prognosis, whilst methylated
TIMP3 was less prevalent in patients with a favorable or
mtermediate cytogenetic risk. FMS-like tyrosine kinase
3 (FLT3) 15 a member of the class I receptor tyrosine
kinase (RTK) expressed in hematopoietic stem cells,
which are involved in processes such as prohferation
and cell activation [47]. We found that patients with
high levels of TIMP3 methylation more frequently
feature FLT3 mutations, two of which are clearly
defined in AML patients: internal tandem duplications
(ITDs) and a point mutation in the Asp 835 of the
A-loop (D835) [48, 49]. The frequency of patients
with aberrantly methylated TIMP3 1s higher in FLT3-
ITD (75%) than in FLT3-D835 (12 5%) mutations.
These results are consistent with the poor prognosis
of patients with FLT3-ITD mutations [50]. Moreover,
specific cytogenetic analysis revealed that high levels of
TIMP3 methylation were also significantly associated
with trisomy 11 and deletions linked to TP53 gene loss.
These results are m accordance with earher findings
mn which trisomy 11 and 17p (p53) deletions were
associaled with poor prognosis n AML [51-53]. Thus,
the DNA methylation levels of TIMP3 could be a new
biomarker that helps establish the cylogenctic prognosis
of the disease.

Nowadays, therapies based on alloreactive NK
cell transplantation have been proposed to strengthen the
mmmumological response of AML patients [54]. In other
types of lenkemias, as chronic myeloid leukemia (CML),
NK cells are able to kill CD34+ CML cells i the presence
of mtact HLA inhibitory molecules [55]. However, it is
well known that the ability of NK cells to kill autologous
leukemic blasts is disrupted by the weak expression of
natural cytotoxicity receptors such as NKG2D [56-38]
Overall, our results suggest that hypomethylating based
treatments conld maximize the immune recognition
mediated by NK cells. Moreover, it has recently been
reported that long-term culture of NK cells leads to TIMP3
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over-expression [59]. Although we found no expression
of TIMP3 by NKL cells (data not shown), it would be
mterestmg to examine whether expression of TIMP3
induced by activated NK cells is an additional strategy by
which downregulation of sNKG2DL may be induced by
AML blasts.

In surmmary, our study demonstrates that treatment
with hypomethylating agents diminishes the release of
sNKG2DL, which in tum promotes NKG2D-NKG2DL
engagement. This effect is mediated by TIMP3
demethylation, which mnhibits the activity of ADAM17
sheddase, leading to a more limited release of sMICA,
sMICB and sULBP2 from the cell surface of leukemic
blasts. Although hypomethylating drugs promote the
mduction of several genes during oncogenesis, the
assoctation found between aberrant DNA methy lation
of TIMP3 and poor prognosis for patients with the
disease suggests that the 77MP3 methylation rate could
be an additional useful new prognostic biomarker of
discase in AML and open the door to new therapeutic
approaches by potentiating NK cell anti-leukemic
potential.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines, reagents and treatments

The human myeloid leukemia KGla and NB4
cells lmes were purchased from the American Type
Culture Collection and the Leibniz-Institute DSMZ
GmbH (Germany). respectively. Cells were maintained
mn RPMI-1640 medium containmg 10% heat-inactivated
fetal calf serum in a 5% CO, incubator at 37°C. Cells were
cultured at a density of 0.4 ~ 10" cells/ml with complete
media supplemented with DAC (0.25. 05, 1 or 5 pM
from Sigma-Aldrich, St Lous, MO), ADAM10 inhibitor
(G1254023X, 50 pM. Sigma-Aldrich) or ADAM17
inhibitors (GW280264X at 10 pM; TMI-1 at 10 and
25 uM from Aobious Inc., Gloucester, MA, and Tocris,
Bristol, UK, respectively) for 48 hours. A dose-response
curve was derived for all drugs to identify the doses that
did not affect cell viability (data not shown). Cell viability
was determmed by staining with TAAD (Tnununostep Inc.,
Salamanca, Spain).

Patient samples

To analyze TIMP3 DNA methy lation, bone marow
samples were obtained from 25 healthy donors and 90
AML patients at diagnosis (aged 54 + 24,57 years, 52
males and 38 females) in Hospital Climco Universitario
Virgen de la Aimixaca and Hospital General Umiversitario
Santa Lucia de Cartagena (Murcia, Spamn). Patients
had been diagnosed with AML during the previous 10
years (2006-2016) according to the morphological and
cytochemical critena of the French-Amencan-British
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(FAB) classification. The clinical characteristics of the
patients are summanzed m Table 2. Soluble NKG2DL was
studied m a cohort of twelve AML patients treated with
Vidaza® after diagnosis (aged 65 = 12.9 years; 5 males
and 4 fanales) at the Hospital Universitario Central de
Astunias (Asturias, Spain). NKG2DL expression on the
cell surface of blasts before and after Vidaza® treatment
at different cycles was studied in a cohort of five AML
patients from Hospital Clinico San Carlos (Madnd,
Spain). All patients and healthy donors gave their written
mformed consent, in accordance with the Principles of
the Declaration of Helsinki. The local hospitals' ethics
committees approved the study.

Flow cytometry

AML cell lmes (KGla and NB4) were stained with
the human-specific mAb for ADAMI17 (Ref: MAB9301,;
clone #111633) or cach NKG2DL: MICA (Ref: MAB1300;
clone #159227), MICB (Ref: MAB13599; clone #236511),
ULBPI (Ref: MAB1380; clone #170818), ULBP2 (Ref'
MABI1298; clone #165903) and ULBP3 (Ref: MABISIT,
#lone 166510), All mAbs were from R&D Systems
(Minneapolis, MN). Subsequently, cells were stamed with
FITC-goat anti-mouse immunoglobulin G (Biolegend, San
Diego, CA) and analyzed with a Gallios™ flow cytometer
(Beckman Coulter. Brea, CA, USA). In AML patients,
blagts from bone marrow were stained with CD34-PE
and CD45-APC antibodies (Biolegend) The specific
fluorescence index was calculated by dividing the mean
fluorescence obtamed with the respective specific mAb by
that of the secondary antibody.

ELISA

Soluble NKG2DL (sNKG2DL) was detected using
sandwich ELISA. Plates were coated with a specific mAb
(4 pg/ml) for each NKG2DL. Coating mAbs are the same
clones that we used for the previously described flow
cytometry. Subsequently, plates were blocked with 2%
BSA-PBS. After blocking, 100 pl of sera or supemnatant
samples and recombinant lniman (rh) Fc chimera proteins
specific for each NKG2DL (thMICA Ref: 1300-MA,
thMICB Ref: 1599-MB, rhULBPl Ref: 1380-UL,
thULBP2 Ref: 1298-UL.and rhULBP3 Ref: 1517-UL
all from R&D Systems) were added for 2 hours at RT.
Afler washes, a specific biotmylated polyclonal antibody
for each NKG2DL (0.4 pg/ml) (MICA Ref: BAF1300,,
MICB Ref: BAF1599, ULBP] Ref: BAF1380, ULBP2
Ref: BAF1298, and ULBP3 Ref: BAF1517, all from R&D
Systems) was added for 2 howrs at RT. Afterwards, plates
were washed and incubated with streptavidin-HRP (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK). Plates were then washed
and developed using TMB (tetramethylbenzidine; Sigma-
Aldrich) and absorbance was measured at 450 nm. The
detection threshold for each ELISA was less than 400
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pg/ml and as a positive control we used the recombinant
protems specific for each ligand

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis

Total cellular RNA was extracted with a
GeneMATRIX Universal RNA purification kit (EUR,
Poland) according to the manufacturer’s mstructions.
Reverse transcription of purified RNA was performed
using the High-Capacity ¢DNA Reverse Transcription kit
(Apphed Biosystems, Foster City, CA). Next, quantitative
gene expression analysis wags performed by real-time PCR
on a MyiQTM Single Color Real-Tune PCR Detection
System (Bio-Rad) usmg SYBR* Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems). Data were normalized to
GAPDH RNA expression and all samples were run in
triplicate. Relative mRNA abundance was determined
by comparison of threshold values and calculated by
the 2-*" method (ACt: Ct gene test - Ct endogenous
control). The following specific primers were used,
TIMP3: fivd: 5-TCCCAGCGCAAGGGGCTGAA-3,
rev: 5“GCCGGATGCAGGCGTAGTGTT-3", MICA: fwd:
5 -AATGGAACCTACCAGACCTGGG-3', rev: 5'-AC
ATGGAATGTCTGCCAATGACT-3" and GAPDH: fwd:
S“TCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTY, rev: 5- TGCC
ATGGGTGGAATCATATTGGA-3".

TACE activity assay

The activity of TACE (ADAMI17) was determined
with the Sensolyte 520 TACE Activity Assay Kit
(AnaSpec, San Jose, CA) using 20 pe of cell lysate
proteins, according to the manufacturer’s protocol.
This assay uses a 5-FAM (fluorophaore) and QXL*520
(quencher) FRET peptide substrate. Upon cleavage of the
FRET peptide by the active enzyme, the fluorescence of
5-FAM is recovered and monttored at an excitation of 490
nm and emission of 490/520 nm. Data are expressed as the
mean fluorescence intensity per microgram of total protein.

Small interfering RNA (siRNA) transfection

TIMP3 and control non-specific scrambled siIRNA
were purchased from Qiagen and Dharmacon (Denver,
CO), respectively, 2 ~ 10° cells were plated m 12-well
plates and transfected with control or 200 nM of TIMP3-
specific sSiIRNA. Transfection was performed using the
Cell Line Nucleofector® Solution V' and the AMAXA
nucleofector apparatus (Lonza, Walkersville, MD).
NKG2DL shedding was analyzed by ELISA 48 hours after
transfection.

Western blot

AML cell lines (KGla and NB4) were lysed in
RIPA buffer (Cell Signaling Technology Inc., MA)
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supplemented with protease inhibitors cocktal (Sigma-
Aldrich). Samples were clarified by centrifugation,
and stored at —20°C, 20 ug of protein extract were
separated on 15% polyacrylamide-SDS gels and blotted
onto nitrocellulose membranes. After blocking, primary
polyclonal goat anti-human TIMP3 and B-actin (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX) were mcubated overnight
at 4°C. Membranes were washed and subsequently
incubated with horseradish peroxidase-conjugated rabbit
anti-goat 12G (Dakocytomation, Glostrup. Denmark) for 1
hour at room temperature, The biots were developed with
the use of a chaniluminescent substrate (ECL Westem
Blotting Analysis System, Amersham Biosciences, Little
Chalfont, UK).

Bisulfite treatment and pyrosequencing

Furstly, genomic DNA was extracted using a
DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia CA). 1
e of purified DNA was modified with bisulfite using a
DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, Irvine,
CA) Modified hisulfite DNA was amplified using specific
brotinylated primers for TIMP3 designed by PyroMark
Assay Design Software 2.0 (Qiagen). Primer sequences
were as follows: fwd: S“TGGGTGGGTGTTAGTTGG-3",
rev: 5-CCCCCTCAAACCAATAAC-3" seq: 5“ATTTA
GTGGTTTAGGTGG-3'. Pyrosequencing was performed
with the PyroMark™ Q24 System version 2.0.6. and
methylation levels were quantified using PyroMark Q24
Software 2.0 following the manufacturer's mstructions
(Qiagen).

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was assayed by flow cytometry using
the PKH67 Green Fluorescent Cell Linker kit (Sigma-
Aldrich). We used the NKL cell line as the effector
[60] and the erythroleukemia K562 and CIR-MICA
transfectants as target cells [61). NB4 and KGla cells
were treated beforehand with DMSO or DAC (5 uM) for
48 howurs and supematants were collected. Target cells
were previously cell membrane labeled with PKH67 dye
(1 pM for 5 muutes) and further co-cultured with the
NEL effector cells in the presence of cell-free supernatants
from untreated or DAC-treated AML cells for 4 hours at
37°C. In blocking experiments, NKL cells were incubated
beforehand with 10 pg/ml anti-human NKG2D blocking
mAb (Biolegend) for 1 hat 37°C. Far patient cytotoxicity
assays, sera from two AML patients before and after
Vidaza* treatment were used. Cells were then stained
with 5 ul of TAAD and analyzed by flow cytometry. For
gating strategy (Supplementary Figure 2), target cells were
selected from effector cells by PHKG7-positive staining.
and further we analyzed the percentage of 7TAAD-positive
cells within the target cells (dead target cells). Dead cells
from the negative control (target cells meubated mn tha
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absence of effector cells) are considered as spontancous
lysis. Percentage specific lysis was calculated as 100 »
[(®0 dead target cells—% spontancous lysis)/(100-26
spontancous lysis)).

Statistical analysis

Data of soluble NKG2DL are expressed as mean
+ standard error of the mean. All in vifro experiments
were done at least three times with sunilar resultg,
Differences between groups were examined using
Student’s pawred-samples f-test and the Mann-Whitney
U7 test. Comparison between the sNKG2DL levels from
the AML patients sera before and after Vidaza treatment
was analyzed using Wilconxon test. The chi-square test
was used to compare the TIMP3 methylation status with
the clinical characteristics m AML patients. In all cases.
statistical significance wasg concluded for values of
p < 0.05. Analyses were parformed with SPSS version
15.0 (Chicago, IL, USA).
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Supplementary Figure 1: ADAMI7 modulates the release of sSNKG2ZDL in AML cells. KGla and NB4 cells were treated
with an mhibitor specific to ADAMI7 (10 or 25 uM of TMI-1) for 48 hours. Levels of soluble NKG2DL (sMICA/B and sULBPs1-3) were
quantified by sandwich ELISA Vilues are the mean £ SEM of at [east three independent experiments. p < 0.05 and “2 < 0.01,
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Supplementary Figure 2: Gating strategy followed in the cytotoxicity assays. Tamget cells were previously cell membrane
labeled with PKHG67 dye (1 pM for 5 minutes) and fisther co-cultured with the NKL effector cells for 4 hours under the conditions
appropriate for cach expernnent. Cells were then collected and stamned with the 7TAAD viability solution. The cytotoxic capacity was
analyzed by flow cytometry, selecting the PHK67-labeled target cells which are positive for TAAD (dead target cells). Dead cells from the
negative cantrol (only target cells) are considered as spontaneous lysis. Percentage specific Iysis was calculated as 100 = [(%6 dead target
cells—2% spontaneous lysis) / (100-26 spontancous lysis)]
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1. LOS LIGANDOS DE NKG2D SE EXPRESAN DE FORMA
HETEROGENEA EN EL CANCER

Como se ha mencionado previamente, los NKG2DL estdn ausentes o se expresan de
forma muy reducida en la mayoria de las células sanas de nuestro cuerpo. Sin embargo,
su expresion se induce enormemente ante diversas situaciones de estrés celular como
choque térmico, estrés oxidativo, infecciones, dafio en el ADN o radiaciéon UV (Groh y col.,
1996; Groh y col., 2001; Yamamoto y col., 2001; Borchers y col., 2006). Muchos de estos
procesos, como la respuesta al dafio mediada por la via ATM/ATR, se producen durante el
desarrollo tumoral induciendo la expresion de estos ligandos en la superficie de las
células tumorales y facilitando su reconocimiento por el sistema inmune (Cerboni y col.,
2007). Ademas, durante la carcinogénesis también se induce la expresidon de diversos
factores de transcripcién (E2F, NFkB, Spl, Sp3...) y multiples oncogenes (c-Myc, p53,
Ras...) que a su vez incrementan la expresion de los NKG2DL en la superficie de las células
tumorales (Raulet y col., 2013). Por lo tanto, la sobreexpresién de los ligandos de NKG2D
en las células tumorales no es consecuencia de un Unico proceso, sino que multiples
mecanismos asociados al desarrollo tumoral cooperan entre si para favorecer el
reconocimiento inmunolégico mediado por la interaccion NKG2D-NKG2DL. Como
consecuencia de ello, la expresién de los NKG2DL ha sido demostrada en una gran

variedad de tumores.

Con el objetivo de caracterizar la expresién los ligandos de NKG2D en diversos tipos
tumorales, hemos analizado los niveles de RNA mensajero de MICA, MICB y ULBPs 1-3 en
lineas tumorales procedentes de tumores sélidos (hepatocarcinoma, cancer de mama y
cancer de colon) y hematolégicos (LMA, leucemia linfoide aguda). Nuestros resultados
muestran que cada uno de los ligandos de NKG2D se transcribe de forma heterogénea
entre los diferentes tipos celulares analizados ya que no se observa un patrén definido, e
independientemente del origen del tumor. Ademds, hemos observado que los niveles de
expresion son muy elevados para MICA y MICB en todos los tipos celulares, mientras que

la expresién de las ULBPs 1-3, especialmente la de ULBP3, es mas reducida.
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La principal diferencia que hemos encontrado entre los tumores de origen
hematoldgico y epitelial se encuentra en la frecuencia de expresién de los ligandos de
NKG2D. Todas las lineas celulares derivadas de tumores epiteliales expresan dos o mas
NKG2DL, mientras que el 25% de las lineas celulares de tumores hematolégicos expresan
un Unico ligando. Por lo tanto, nuestros resultados ponen de manifiesto que mientras
algunas células tumorales van a poder ser reconocidas y eliminadas por el sistema
inmune a través de la interaccion NKG2D-NKG2DL, otras células carentes de expresion
para los NKG2DL serdn menos inmunogénicas y, por lo tanto, evadirdn la respuesta
inmune. En este sentido, el reconocimiento inmunoldgico mediado por células NKG2D
positivas serd mucho mds deficiente en tumores de origen hematolégico que en tumores

sdlidos.

Previamente, numerosos trabajos han descrito la expresion diferencial de los
ligandos de NKG2D en diversos tipos de tumores, aunque aun existen numerosas
controversias. En tumores hematoldgicos se ha observado que las leucemias agudas
(linfoides y mieloides) muestran niveles de expresién mas bajos para los NKG2DL que las
leucemias crénicas por lo que el reconocimiento inmunolégico sera menor (Hilpert y col.,
2012). En la LMA existen resultados contradictorios a la hora de definir el perfil de
expresion de los NKG2DL. Algunos autores sugieren que los NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs
1-3) no se expresan o lo hacen a niveles muy bajos en pacientes con LMA (Nowbakht y
col., 2005; Pende y col., 2005). Ademads, su expresién podria variar en funcion de la
clasificacién de la FAB, siendo ausente en leucemias mieloblasticas (M1-M3) pero
expresandose en leucemias monociticas (M4-M5) (Diermayr y col., 2008). Sin embargo,
otros autores sugieren que la expresidén de los NKG2DL es muy variable en los blastos
mieloides y que, por lo tanto, el reconocimiento inmunolégico del tumor variard en
funcion del paciente (Salih y col., 2003; Sanchez-Correa y col., 2011; Hilpert y col., 2012).
En concreto, en el 50-70% de los pacientes se expresa al menos un ligando, mientras que
s6lo un pequefio porcentaje de pacientes (15%) son capaces de expresar multiples
ligandos. En otros tipos de tumores hematoldgicos, como la leucemia mieloide crénica o
la leucemia linfocitica aguda y cronica, los ligandos de NKG2D se expresan igualmente de
forma variable y frecuente. Mas del 60% de los pacientes con estas patologias expresan al

menos un NKG2DL en la superficie celular (Nickel y col., 2010; Hilpert y col., 2012).
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A diferencia de lo que ocurre con la LMA, el patrén de expresién de los NKG2DL esta
claramente definido en tumores sélidos. Mientras que en tumores hematoldgicos no
existe una clara tendencia de expresidon de unos ligandos sobre otros, la mayoria de los
trabajos realizados en tumores sélidos (carcinoma hepatico, colon, mama, renal, géstrico,
cervical, pancreatico, pulmdén) muestran una alta expresién de MICA, y en menor medida
de MICB (McGilvray y col., 2009; De Kruijf y col., 2012; Chen y col., 2013; Dambrauskas y
col., 2013; Cho y col., 2014; Kamimura y col., 2014; Ribeiro y col., 2014; Zhang y col.,
2016). Aunque se ha descrito una expresion incrementada de las ULBPs 1-3 en
colangiocarcinoma, carcinoma de mama, hepatocarcinoma o cancer ovarico (McGilvray y
col., 2009; Kamimura y col., 2010; De Kruijf y col., 2012; Tsukagoshi y col., 2016), existe un

gran desconocimiento sobre la expresidn de estos ligandos en otros tumores sélidos.

La eficiencia en el reconocimiento de las células tumorales por las células
citotoxicas positivas para NKG2D va a depender de los niveles de expresion de los
NKG2DL en la superficie celular. Sin embargo, no existen evidencias claras sobre la
relacién entre una expresion elevada de los NKG2DL en la superficie de las células
tumorales y el prondstico de la enfermedad. Algunos autores sugieren que la expresion
de los ligandos MICA, MICB, ULBP1 y ULBP2 se correlaciona positivamente con la
supervivencia global o la supervivencia libre de enfermedad mientras que se asocia
negativamente con la presencia de metdstasis en carcinomas hepaticos y de mama (De
Kruijf EM y col., 2012; Kamimura y col., 2012; Wang y col., 2014; Fang y col., 2014). Por el
contrario, la presencia de MICA y MICB en pacientes con cdncer gastrico se ha asociado a
un mayor crecimiento del tumor (> 5 c¢cm) (Ribeiro y col.,, 2016) y en pacientes con
carcinoma ovarico, la expresion de ULBP2 se asocia negativamente con el pronéstico de la

enfermedad (Li y col., 2009; McGilvray Ry col., 2010).

En definitiva, nuestros resultados sugieren que el reconocimiento inmunoldégico
mediado por las células NKG2D positivas serda menor en tumores de origen hematolégico

gue en tumores sélidos lo que facilitara la progresién de la enfermedad.
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2. LA METILACION DEL ADN CONTRIBUYE AL SILENCIAMIENTO
GENICO DE LOS NKG2DL EN LA LMA

Las modificaciones epigenéticas, incluida la metilacion del ADN, regulan la
expresion génica durante el desarrollo normal del individuo. Durante la diferenciacidon
hematopoyética se produce la desmetilacién global de las células progenitoras CD34+
dando lugar a las diferentes estirpes celulares, cada una de las cuales tendra su propio
perfil de metilacién (Calvanese y col., 2012). La desdiferenciacién inducida de las células
CD34+ diferenciadas (CD34+-iPSC) restaura los niveles iniciales de metilacion sugiriendo
que la desmetilacién del ADN es un mecanismo esencial en el proceso de diferenciacién

hematopoyética.

Durante la carcinogénesis se producen cambios en el patrén de metilaciéon que
conllevan a: una hipometilacién global del genoma y/o a la hipermetilacidén en la region
promotora de genes especificos. Como consecuencia de ello se produce el incremento de
la expresion de oncogenes y la inhibicion de genes supresores tumorales que van a
desequilibrar el balance que controla la proliferacidén en las células normales dando lugar
al desarrollo del cancer (Ehrlich y col., 2002; Esteller, 2002). Por ello, la implicacién de la
metilacion en el ADN en la evolucién del cancer, incluida la LMA, ha sido objeto de
estudio en los uUltimos anos. Durante el desarrollo de la LMA, el patron de metilacién se
modifica como consecuencia de la presencia de mutaciones en los enzimas que regulan la
metilacion del ADN (DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2) que desencadenan la expresion
aberrante o el silenciamiento de genes envueltos en diferentes procesos relacionados con
el cadncer como la diferenciacién celular, el ciclo celular o la angiogénesis (Chou y col.,
2011; Im AP y col., 2014; Spencer y col., 2017). Ademads, diversas alteraciones
cromosémicas y moleculares han sido asociadas con la presencia de hipometilacidn
(CBFb-MYH11 inv(16) t(16;16); mutaciéon DNMT3A...), hipermetilacion (mutacidon TERT2,
mutacion IDH1/2...) o incluso de ambas (PML-RARa t(15;17); AML/ETO t(8;21); mutacion
NPM1...) en pacientes con LMA (Schoofs y col., 2014). Esto ha supuesto la identificacidon
de hasta 16 perfiles diferentes de metilacién, 11 de los cuales se corresponden con los

subtipos de la LMA definidos por la clasificacién de la OMS, indicando la importancia de la
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metilacion del ADN en el prondstico de la LMA (Figueroa y col., 2010). Ademas, el analisis
del perfil de metilacion del ADN tiene valor predictivo tanto de supervivencia como de
respuesta al tratamiento hipometilante lo cual es esencial para mejorar el cuidado vy las
opciones terapéuticas de los pacientes con LMA (Bullinger y col., 2010; Achille y col.,

2016; Luskin y col., 2016; Zhang y col., 2016).

Debido a que durante el desarrollo de la LMA se produce la metilacién aberrante de
multiples genes, quizd cambios en el perfil de metilacion de genes especificos podrian
condicionar la respuesta inmune durante el desarrollo tumoral. Por ello, nos planteamos
estudiar el papel de la metilacién del ADN en la regulacion de la expresion de los NKG2DL
(MICA, MICB, ULBPs 1-3) en lineas celulares de tumores sélidos (hepatocarcinoma, cancer
de mama y cancer de colon) y hematolégicos (LMA y leucemia linfoide aguda). En primer
lugar, mediante la técnica de secuenciacién de bisulfito, se delimitaron las CpG
susceptibles de metilacion mediante el analisis de una regidn promotora préxima al inicio
de transcripcion que engloba 18-38 CpG para cada ligando. Posteriormente, los niveles de
metilacion para las CpG seleccionadas fueron cuantificados mediante la técnica de
pirosecuenciacion en los distintos tipos celulares. El perfil de metilacién del ADN en los
genes MICA, ULBP1, ULBP2 y ULBP3 indica que estos ligandos estan aberrantemente
metilados (> 60% de metilacion) en al menos una de las lineas celulares analizadas. A
diferencia de lo que ocurre con el resto de ligandos, MICB se encuentra desmetilado en la
mayoria de las lineas celulares, y Unicamente en dos lineas de LMA (KG1A, NB4) y una de
cancer de colon (HT29) la metilacion de MICB fue parcial (40-60%). El analisis comparativo
entre los diferentes subtipos tumorales muestra que los ligandos de NKG2D estan
metilados mas frecuentemente en las lineas de LMA, lo cual se correlaciona con los bajos
niveles de transcripcién observados en estas lineas celulares. Este resultado, junto con la
ausencia de expresién de los NKG2DL, sugiere que las células de LMA serdan menos

inmunogénicas que las del resto de tipos tumorales analizados.

Para determinar si el patrén de metilacidn observado para cada ligando en las lineas
celulares de LMA es similar en pacientes, se cuantificaron los niveles de metilacion de los
NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 1-3) mediante pirosecuenciaciéon en muestras bioldgicas de

pacientes con LMA (n=60). Los datos presentados en esta tesis doctoral muestran que los
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niveles de metilaciéon de MICA, ULBP1, ULBP2 y ULBP3 son significativamente superiores a
los observados en controles sanos. Ademas, la frecuencia de metilacion de los NKG2DL es
elevada, ya que el 59% de los pacientes con LMA presentan una metilacidon aberrante
para al menos un ligando. Para corroborar que la metilacion de los ligandos de NKG2D es
un evento caracteristico del desarrollo de la LMA y no un fendmeno habitual en las
células hematoldgicas, se analizd el perfil de metilacién de cada ligando en diferentes
subpoblaciones celulares (monocitos, linfocitos y células polimorfonucleares) de
individuos sanos. Todos los NKG2DL se encuentran hipometilados en las diferentes
poblaciones celulares analizadas sugiriendo que la metilacion de los ligandos ocurre
exclusivamente durante el desarrollo de la LMA. Estos resultados se correlacionan con la
presencia de los ligandos (ULBP1, ULBP2, ULBP3) en diversas subpoblaciones celulares

como plaquetas, granulocitos, monocitos y células B (Nowbakht y col., 2005).

A diferencia de lo que ocurre en la LMA, los NKG2DL (MICA, MICB, ULBPs 1-3) estan
desmetilados en muestras pareadas de tejido normal y tumoral procedente de pacientes
con cancer de colon (n=44). En cambio, hay trabajos que muestran que los ligandos
ULBP2 y ULBP3 se encuentran hipermetilados en lineas celulares de cancer de colon (Sers
y col., 2009; Bormann y col., 2011). Quizas las diferencias observadas entre estos estudios
y nuestro trabajo sean consecuencia de la diferente regién promotora analizada para
cada ligando, tratandose en nuestro caso de una regién promotora mas cercana al inicio

de transcripcion.

Aparte de los trabajos realizados en cancer de colon, se desconoce cual es la
implicacion de la metilacién del ADN en los ligandos en otros tipos tumorales. Por lo
tanto, esta es la primera vez que se ha demostrado que la metilacién del ADN regula la
expresion de los NKG2DL tanto en lineas celulares como en pacientes con LMA. Ademas,
la ausencia de metilacion de los NKG2DL en controles sanos sugiere que la metilacion de

estos genes es un evento caracteristico del desarrollo de la enfermedad.
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3. EL TRATAMIENTO CON AGENTES DESMETILANTES FAVORECE EL
RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO MEDIADO POR LA
INTERACCION NKG2D-NKG2DL

La principal funcion del sistema inmune en la inmunovigilancia del cancer consiste
en la identificacién y eliminacidn de las células tumorales a través del reconocimiento de
antigenos especificos del tumor o de moléculas inducidas por estrés celular. Las células T
CD8+ y las NK juegan un papel importante en el reconocimiento inmune del tumor a
través de la liberacién de gréanulos citotdxicos (perforina y granzima) que van a provocar
la lisis de la célula diana. De hecho, la carencia de perforina en modelos murinos genera
una mayor incidencia de céancer (Smyth y col., 2000). Ademas, para que tenga lugar la
respuesta citotoxica es necesaria la infiltracion de estas células en el tumor. Asi, multiples
estudios han puesto de manifiesto la correlacién positiva existente entre la infiltracién de
los linfocitos T CD8+ y la supervivencia a diferentes tipos tumorales (leucemia linfoide
cronica, cancer de mama, carcinoma renal, uroterial o esofdgico) (Nakano y col., 2001;
Schumacher y col., 2001; Sharma vy col., 2007; Gonzalez-Rodriguez y col., 2010; Liu y col.,
2012). Del mismo modo, la infiltraciéon de las células NK en el tumor desencadena la
actividad citotoxica de estas células lo cual se relaciona con un mejor prondstico de la
enfermedad (Coca y col., 1997; Ishigami y col., 2000; Villegas y col., 2002). Sin embargo,
uno de los trabajos mas relevantes sobre la implicacion de las células NK en la
inmunovigilancia del cancer fue el realizado por Imaiy col. (Imai y col., 2000). Este estudio
epidemioldgico de 11 afos de seguimiento, realizado en 3625 individuos japoneses con
una edad superior a 40 afios, muestra que aquellos individuos que tienen células NK con
menor poder citotdxico tendran un mayor riesgo de desarrollar algun tipo de cancer en el
futuro. Todos estos trabajos ponen de manifiesto la relevancia de las células citotéxicas

en el reconocimiento y eliminacién del tumor.

La actividad litica de las células NK esta controlada por un balance exhaustivo entre
sefiales de activacién y de inhibicidn. La interaccién de NKG2D, uno de los principales
receptores de activacion de las células NK, con sus ligandos es esencial en el
reconocimiento inmunoldgico ya que la deficiencia en modelos murinos de este gen

desencadena una mayor incidencia de cancer (Guerra y col., 2008). Sin embargo, como
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mecanismos de evasién tumoral, las células NK pierden su capacidad citotdxica en la LMA
debido a la expresiéon reducida de NKG2D y de otros receptores de activacion (DNAM-1,
NCRs) y al aumento en la expresion de receptores de inhibicién (KIR) (Verheyden y col.,
2004; Nguyen y col., 2005; Ingram y col., 2009; Lion y col., 2012; Khaznadar y col., 2012;
Sanchez-Correa y col., 2012; Sandoval-Borrego y col., 2016). Esto, en combinacién con la
reducida expresion de los ligandos de NKG2D asi como de otros ligandos de activacién,
(PVR, Nectin-2) dificulta el reconocimiento inmune de las células tumorales (Nowbakht y
col., 2005; Diermayr y col., 2008; Kearney y col., 2016). Como consecuencia de ello, las
estrategias terapéuticas actuales estan dirigidas a restaurar la actividad funcional de las
células NK como, por ejemplo, a través del incremento en la expresion de los NKG2DL en

la superficie de las células tumorales.

Por lo tanto, y debido a la aberrante hipermetilacion de los NKG2DL (MICA, ULBPs
1-3) en células de LMA, nos planteamos que el tratamiento con inhibidores de las DNMTs
(AZA, DAC) podria suponer una buena estrategia terapéutica para facilitar la interaccion
de NKG2D con sus ligandos. Primeramente, hemos demostrado que el tratamiento con
ambos agentes desmetilantes incrementa la transcripcién de los NKG2DL (MICA, ULBP1,
ULBP2, ULBP3) que estaban altamente metilados en las lineas celulares de LMA, leucemia
linfoide aguda y cdncer de mama. Aunque este incremento transcripcional Unicamente se
traduce en un aumento de estas proteinas en la superficie celular en las lineas de LMA
(HL6O, KG1A, NB4). Por lo tanto, la metilacién del ADN en las regiones reguladoras de los
ligandos de NKG2D es un mecanismo reversible cuya inhibicidn facilita la re-expresién de

estos ligandos en la superficie de las células tumorales.

Posteriormente, para analizar si este incremento en las células tumorales podria
facilitar el reconocimiento inmune, llevamos a cabo ensayos de citotoxicidad con la linea
celular NKL, la cual expresa altos niveles del receptor NKG2D y bajos para los receptores
de inhibicién. Los resultados muestran que tras el tratamiento desmetilante (AZA, DAC)
en las lineas celulares de LMA (HL60, KG1A, NB4) se produce un incremento en la
capacidad litica de las células NKL. Para demostrar la especificidad del tratamiento sobre
la interaccion NKG2D-NKG2DL, se realizaron ensayos de bloqueo utilizando un anticuerpo

especifico frente NKG2D observando una reduccién en el porcentaje de lisis especifica.
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Ademas, el efecto sobre la capacidad citotdxica de las células NKL varia en funcion de la
linea celular de LMA. Asi, el incremento de la capacidad citotéxica es mayor tras el
tratamiento con AZA en algunas lineas celulares de LMA (HL60, KG1A), mientras que otras
(NB4) responden mejor al tratamiento con DAC. Estos resultados fueron corroborados
mediante el andlisis de la produccién de IFN- y por las células NKL tras entrar en contacto
con las células de LMA antes y después del tratamiento con AZA y DAC observando un
incremento en la produccidn de la citocina tras el tratamiento con ambos farmacos. Estos
resultados apoyan trabajos previos en los que se habia observado que el tratamiento con
agentes hipometilantes solos o en combinacidn con otras drogas incrementan la
expresion de los NKG2DL facilitando el reconocimiento inmune de las células tumorales

(Rohner vy col., 2007; Tang y col., 2008; Schmiedel y col., 2011).

Cuando utilizamos células NK procedentes de controles sanos para ensayos de
degranulacion, los resultados son mas variables. Algunas células NK de controles sanos
son capaces de lisar las células HELR, la cual expresa todos los NKG2DL, mientras que no
reconocen las células donde los NKG2DL se encuentran metilados (HL60, KG1A, NB4),
mostrando que la metilacion del ADN juega un papel muy importante en el
reconocimiento inmunoldgico mediado por NKG2D-NKG2DL. Sin embargo, otras células
NK son incapaces de reconocen y lisar a las células HELR pero si a las lineas HL60, KG1A y
NB4. Esto es debido a que el reconocimiento inmunoldgico no depende exclusivamente
de la interaccion de NKG2D con sus ligandos, sino que existen multiples receptores tanto
de inhibicion (KIR, LIR, NKG2A) como de activaciéon (NKG2D, NCRs, DNAM-1, 2B4) que
pueden modular este proceso. Ademas, los tratamientos desmetilantes no solo modulan
la interaccion NKG2D-NKG2DL, sino que también son capaces de inducir la expresién de
algunos receptores de inhibicién de las células NK, concretamente, los receptores KIR
(KIR2DL, KIR2DL3, KIR3DL1 o KIR3DL2) (Gao y col., 2009; Sohlberg y col., 2015). De hecho,
hemos observado niveles elevados de expresion de la molécula inhibitoria HLA-I en la
linea celular HELR. Sin embargo, las lineas celulares metiladas para los NKG2DL (HL60,
KG1A, NB4) tienen una expresion reducida para HLA-I, pero presentan niveles elevados de
expresion para CD48, ligando del receptor de activacion 2B4. Sin embargo, el bloqueo de
2B4 en las células NK de un donante no respondedor (no reconoce HELR pero si las lineas

celulares metiladas) no produce ningin cambio en la degranulacién de las células NK. En
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cambio, la degranulacion frente a la linea HELR aumenta tras el bloqueo del receptor de
inhibicidon NKG2A. Por lo tanto, estos datos indican que el repertorio de receptores de
activacion y de inhibicion de las células NK determinard la capacidad de reconocimiento
inmunoldgico de las células tumorales. A diferencia de lo que ocurre con las células NK, la
degranulacion de las células CD8+ T de donantes sanos aumenta claramente tras el

tratamiento con AZA y DAC.

Ademas de la modulacién de los ligandos de receptores de NK, otra de las
estrategias terapéuticas que se estan llevando a cabo actualmente para potenciar el
reconocimiento inmunolégico de las células de LMA es el trasplante de células NK
aloreactivas. En ratones NOD/SCID, a los que previamente se les injertaron células de
LMA, el trasplante de células NK aloreactivas promueve la eliminacion de las células
leucémicas mejorando tanto la tasa de recaida como la de supervivencia de la
enfermedad (Ruggeri y col., 2002). Actualmente, debido a que las células NK aloreactivas
tienen la capacidad de expandirse y de mantener sus funciones citotdxicas intactas, se
estd llevando a cabo la transfusiéon de estas células a pacientes con idéntico HLA-I con el
fin de eliminar las células leucémicas remanentes que hayan quedado después de los

tratamientos de quimioterapia (Miller y col., 2005; Locatelli y col., 2009).

En conclusidén, aunque es cierto que la actividad de las células NK esta regulada por
un exhaustivo balance entre sefiales de activacidon y de inhibicidn, nuestros resultados
sugieren que la induccién de los NKG2DL tras el tratamiento con agentes hipometilantes

favoreceria un mayor reconocimiento inmunoldégico del tumor (Figura 10).
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Figura 11. Papel de las células NK en el reconocimiento de los blastos mieloides. (A) En la LMA la
expresion de los receptores de inhibicion se incrementa mientas que disminuye la expresion de los
receptores de activacion inhibiendo la lisis celular. (B) El tratamiento con agentes hipometilantes (AZA,
DAC) incrementa la expresion tanto de NKG2D como de sus ligandos inclinando la balanza hacia la
activacion de la lisis celular favoreciendo el reconocimiento inmunolégico del tumor.

4. LIBERACION DE LOS LIGANDOS DE NKG2D: MECANISMOS
IMPLICADOS Y POSIBLES ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

El principal mecanismo de evasién desarrollado por las células tumorales consiste
en la liberacién de los NKG2DL en su forma soluble desde la superficie al medio
extracelular. La presencia de los ligandos de NKG2D se ha demostrado en el suero de
pacientes con multiples patologias tumorales, tanto de origen epitelial como
hematoldgico, pero existen diferencias entre un subtipo y otro. Al igual que ocurre con los
niveles de expresién en la membrana celular, MICA es el ligando liberado con mayor
frecuencia en tumores sélidos (cancer cervical, hepatocarcinoma, neuroblastoma,

carcinoma de cabeza y cuello de células escamosas) (Raffaghello y col., 2004; Jinushi y
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col., 2005; Arreygue-Garcia y col., 2008; KI6B y col., 2007). Si bien es cierto que muy pocos
trabajos han analizado la presencia del resto de ligandos, principalmente ULBPs, en este
tipo de tumores. Unicamente se ha mostrado la presencia de niveles elevados de MICB y
ULBP2 solubles en pacientes con cancer pancreatico, de pulmdn o melanoma (Paschen y
col., 2009; Yamaguchi y col., 2012; Chen y col., 2016). A diferencia de esto, todos los
ligandos de NKG2D han sido detectados en su forma soluble en el suero de pacientes con
diversos tumores hematoldgicos (LMA, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoide
aguda, leucemia linfoide crénica) (Salih y col., 2003; Diermayr y col., 2008; Niickel y col.,

2010; Hilpert y col., 2012; Huergo-Zapico y col., 2012).

Estas formas solubles conllevan a dos importantes consecuencias, por un lado, la
disminucion de la expresiéon de los NKG2DL en la superficie celular y por otro, el blogqueo
e internalizaciéon de su receptor NKG2D (Lépez-Cobo y col., 2016). Por lo que cabria
esperar que el reconocimiento inmunolégico mediado por la interaccion NKG2D-NKG2DL
sea menor en tumores hematolégicos donde existe un mayor nivel de ligandos solubles. Y
qgue la presencia de estos ligandos solubles se asocie a un peor prondstico de la
enfermedad. Sin embargo, son pocos los estudios que se conocen sobre la implicacién
clinica que tienen estas proteinas solubles en los tumores de origen hematoldgico. Se
sabe que en la LMA la supervivencia a un ano y la tasa de remisién de la enfermedad es
mayor en aquellos pacientes en los que la liberacion de MICB, ULBP2 o ULBP1 es menor
(Hilpert y col., 2012). En otros tumores hematolégicos, como la leucemia linfoide aguda y
crénica y en mieloma, la liberacion de MICA, MICB y/o ULBP2 se asocia con un peor
prondstico de la enfermedad y con una peor supervivencia libre de tratamiento
(Rebmann y col., 2007; Nickel y col., 2010; Hilpert y col., 2012). Por el contrario, la
asociaciéon entre la presencia de ligandos solubles, fundamentalmente MICA, y la peor
evolucién del tumor ha sido claramente demostrada en tumores sélidos. Niveles
elevados de MICA, MICB o ULBP2 soluble se han asociado a una peor supervivencia global
en pacientes con tumores de hepatocarcinoma, cancer pancredtico, melanoma y cancer
de pulmoén (Paschen y col., 2009; Tamaki y col., 2010; Duan y col., 2011; Kumar y col.,
2012; Yamaguchiy col., 2012; Cheny col., 2016).
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Ademas, la presencia de estos ligandos solubles puede ser considerada como un
marcador por si mismos, independientemente de los biomarcadores actualmente
utilizados como especificos de la enfermedad. Asi, algunos estudios concluyen que los
niveles de liberacion de MICA y ULBP2 permite clasificar a los pacientes con mieloma
multiple y cancer pancreatico en funcién de su supervivencia (Rebmann y col., 2007; Chen
y col., 2016). En otras patologias como el melanoma la cuantificaciéon de los niveles de
MICB y ULBP2 permite agrupar a los pacientes en funcién de la supervivencia y el estadio

de la enfermedad (Paschen y col., 2009; Wu y col., 2013).

Debido a la frecuente liberacion de los NKG2DL solubles y a su implicacion en el
prondstico del cancer, el conocimiento de los mecanismos implicados en la regulacion de
este proceso podria ser de gran relevancia en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas a favorecer el reconocimiento inmunolégico del tumor. La digestion
proteolitica mediada por la accién de MPs vy la liberacién dentro de particulas exosomales

son los dos mecanismos principales de liberacién de los NKG2DL (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismos envueltos en la liberacion de los SNKG2DL estrategias de bloqueo. Los sSNKG2DL
son liberados mediante la accion de MPs o dentro de particulas exosomales. El bloqueo de estos
mecanismos facilitaria el reconocimiento inmunoldgico. Diferentes estrategias terapéuticas han sido
propuestas para evitar la liberacion de los sNKG2DL. Estas estrategias incluyen: (A) Inhibidores
farmacoldgicos de la actividad de las MMP (MMPI II, MMPI [ll) y de las ADAM (GW280264X, GI254023X) asi
como TIMP3, un inhibidor natural de ADAM17. (B) Nitroglicerina (GTN) restaura los niveles de d6xido nitrico
durante la hipoxia inhibiendo la transcripcién de HIFla (Hypoxia inducible factor 1, a subunit) y de ADAM10
bloqueando la liberacidon de sMICA y sMICB. (C) Diferentes agentes quimioterapéuticos pueden regular la
produccion de sNKG2DL a través de la disminucién de la expresidn génica de diversas MPs. (D) Citocinas
como IL-1B (Interleukin-18) o TGF- B (Transforming growth factor 8) reducen la transcripcién de ADAM9 y
de los NKG2DL. (E) Drogas epigenéticas como el valproato y la hidralacina disminuyen la transcripcién de
MMP9.

Los ligandos MICA, MICB y ULBP2 son liberados, principalmente, por la accion de
dos familias de metaloproteasas: MMPs y ADAMs. Ambas participan en procesos claves
del desarrollo tumoral como son el crecimiento celular, la angiogénesis, la migracién y la
invasién (Noél y col., 2012; Duffy y col., 2011). Diversas MMPs (MMP2, MMP9, MM14)
han sido implicadas en la liberacién de MICA y/o MICB en tumores sdlidos (carcinoma
renal, mama, préstata o glioma) (Kim y col., 2004; Eisele y col., 2006; Liu y col; 2010; Sun y
col., 2011; Yamanegi y col., 2012; Yamanegi y col., 2012; Yang y col., 2014). Sin embargo,
las proteasas mas relevantes son la familia de las ADAM, ya que ademas de provocar la
liberacion de MICA y MICB, regulan la liberacidon de ULBP2 (Chitadze y col., 2013). ADAM9
y ADAM15 han sido implicadas en la liberacion de MICA y MICB, respectivamente (Kogha
y col., 2010; Kogha y col., 2012; Duan vy col., 2013); pero ADAM10 y ADAM17 son las
proteasas mejor caracterizadas hasta la fecha. Ambas regulan la liberacién de MICA,
MICB y ULBP2 tanto en lineas celulares como en tumores primarios de origen epitelial
(cdncer de proéstata, cancer mama, glioma) (Waldahuer y col., 2008; Boutet y col., 2009;
Barsoum y col., 2011; Chitadze y col.,, 2013; Wolpert y col., 2014). Sin embargo, se
desconoce su implicacion en la liberacion de los ligandos de NKG2D en tumores de origen

hematoldgico, como la LMA.

A diferencia de lo que ocurre con MICA, MICB y ULBP2, poco se conoce sobre los
mecanismos implicados en la liberacion de ULBP1 y ULBP3. Aunqgue recientemente, ha
sido sugerido que ULBP3 puede ser liberado por la accién de ADAM10 (Camodeca y col.,

2016), el principal mecanismo de liberacién propuesto para estos es la liberacién dentro



Discusion | 171

de particulas exosomales (Hedlund y col., 2009; Fernandez-Messina y col., 2010; Hedlund
y col., 2011). Del mismo modo, el alelo MICA*008, el Unico que debido a una mutacién
consistente en la insercién de un nucledtido en el exén que codifica para la region TM
generando GPl de anclaje a la membrana plasmadtica, se libera dentro de particulas
exosomales sugiriendo que la presencia de este dominio de anclaje a la membrana es el
responsable de la aparicién de este alelo en exosomas (Ashiru y col., 2013). Al igual que
ocurre con los NKG2DL liberados mediante protedlisis, la presencia de ligandos solubles
en los exosomas también se ha relacionado con una disminucién de la expresidon de
NKG2D en la superficie de células de mesotelioma maligno (Clayton y col., 2008). Sin
embargo, a pesar de las multiples evidencias que sugieren que los exosomas juegan un
papel fundamental en cancer (Azmi y col., 2013), poco se conoce sobre los mecanismos
que regulan su liberacion. Por ello, son necesarios estudios en profundidad para
determinar su regulacion y su papel en la inmunovigilancia del cdncer mediada por

NKG2D-NKG2DL.

Diversas estrategias terapéuticas dirigidas a bloquear la actividad de las
metaloproteasas han sido propuestas para incrementar la expresion de los ligandos en la
membrana celular y en ultimo término, favorecer el reconocimiento inmunoldgico. Se
conocen tres tipos de tratamientos capaces de modular la actividad de las MPs:
inhibidores farmacoldgicos de las MP, farmacos quimioterapéuticos utilizados en clinica y

el uso de drogas epigenéticas (Tabla 7).
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Tipo Tratamiento MP Ligando Tipo celular Ref
soluble
Inhibidores MMPI 1I, MMPI Inhibidores MICA, Transfectos (C1R-MICA, Waldhauer y col., 2006
sintéticos de las MP 1l amplio ULBP2 C1R-ULBP2) Waldhauer y col., 2008
espectro
GW280264X ADAM10, MICA Transfectos (C1R-ULBP2) Waldhauery col., 2008
ADAM17
GI254023X ADAM10 MICA Transfectos (C1R-ULBP2) Waldhauery col., 2008
Agentes BB94 MMP-1, MMP- MICA, Transfectos: CIR-MICA, Waldhauery col., 2006
quimioterapéuticos (Batismatat) 2, MMP-3, MICB, C1R-ULBP2, C1V-MICB Waldhauery col., 2008
MMP-7, MMP- ULBP2 Boutet y col., 2009
9
Epirubicina, ADAM10 MICA Lineas celulares de Kohga y col., 2009
doxorubicina hepatocarcinoma

(HEPG2, PLC/PRF/5)
Sorafenib ADAM9 MICA Lineas celulares de Kohga y col., 2009
hepatocarcinoma

(HEPG2, PLC/PRF/5)

Drogas epigenéticas Valproato MMP9 MICA, Lineas celulares de Yamanegiy col., 2012
(HDACiI) MICB osteosarcoma (U-2 OS,
Sa0s-2)
Hidralacina Desconocido MICA, Lineas celulares de cancer Chavez-Blanco y col.,
(DNMTI) sMICB de préstata (DU145), 2011

colon (SW480), mama
(T47D), cervical (Caski)

Tabla 7. Estrategias terapéuticas para la inhibicion de las MP involucradas en la liberacion de los

sNKG2DL.

Diversos inhibidores farmacoldgicos de la actividad de las MPs de amplio espectro
(MMPI 1, MMPI 1ll) o mas especificos (GW280264X: ADAM10 y ADAM17, GI254023X:
ADAM10) son capaces de modular la liberacion de MICA, MICB y ULBP2 en lineas
celulares de tumores solidos (Waldahuer y col., 2006; Waldahuer y col., 2008). Sin
embargo, la baja especificidad de estos tratamientos hace complicado su uso en clinica
promoviendo la buUsqueda de terapias alternativas. El uso de tratamientos
guimioterapéuticos también puede modular la liberacidn de los sSNKG2DL. El batismatat,
la epirubicina, la doxorubicina o el sorafenib, todos ellos tratamientos frente al
hepatocarcinoma o cancer de mama, son capaces de inhibir la actividad tanto de las MMP

(MMP2, MMP9) como de las ADAM (ADAM9, ADAM10) reduciendo la liberacién de MICA,
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MICB y ULBP2 (Waldhauer y col., 2006; Waldhauer y col., 2008; Kohga y col., 2009; Kohga
y col., 2010). Ademas, tratamientos epigenéticos como inhibidores de HDACs (VPA) o
inhibidores de DNMTs (hidralazina) (inhibidor de HDAC) reducen la liberaciéon de MICA y
MICB en diversas células tumorales (osteosarcoma, cancer de prdstata, cancer de colon,
cancer de mama, cdncer cervical) sugiriendo que los mecanismos de regulacion
epigenética pueden tener un papel clave en la liberacidon de los NKG2DL (Yamanegi y col.,
2012; Chavez-Blanco y col., 2011). Sin embargo, se desconoce el papel de los agentes
epigenéticos sobre la regulacion de las ULBPs. A la vista de estos resultados, es necesario
seguir investigando sobre el efecto que los tratamientos desmetilantes, algunos utilizados

en la préctica clinica, tienen en la liberacidn de estos ligandos solubles.

5. LOS AGENTES DESMETILANTES BLOQUEAN LA LIBERACION DE LOS
NKG2DL FAVORECIENDO LA INTERACCION CON EL RECEPTOR
NKG2D

Como se ha mencionado previamente, el abordaje terapéutico de numerosos
tumores se centra en evitar la liberacion de los ligandos de NKG2D en su forma soluble,
favoreciendo su expresion estable en la superficie celular y por lo tanto el reconocimiento
por células inmunes positivas para NKG2D. Los tratamientos epigenéticos, y en concreto
los basados en inhibir las enzimas DNMTs solos o en combinacion con otras drogas
(Vitamina D3, briostatina-1, acido transretinoico, tricostatina A) han mostrado su efecto
en diversos tumores al inducir la expresidon de los NKG2DL en la superficie celular (Rohner
y col., 2007; Loépez-Soto y col., 2009; Sers y col., 2009; Schmiedel y col., 2010; Tang y col.,
2010; Bormann y col., 2011). Sin embargo, poco se conoce sobre el efecto de estos
tratamientos hipometilantes en la liberacién de los ligandos en su forma soluble. De
hecho, solo se sabe que el valproato y la hidralazina inhiben la liberacion de MICA y MICB
en algunos tumores sélidos (Chavez-Blanco y col., 2010; Yamanegi y col., 2012). Por lo
tanto, consideramos que es de gran interés analizar el efecto que los tratamientos

desmetilantes tienen en la liberacion de los ligandos de NKG2D en una patologia como la
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LMA, donde tanto los ligandos solubles como el uso actual de estos tratamientos juegan

un papel relevante.

La LMA es una enfermedad caracterizada por presentar una gran heterogeneidad
clonal que se va incrementando con la progresion o la recaida de la enfermedad (Mardis y
col., 2009; Walter y col., 2012; Ding y col., 2012; Welch y col., 2012). Es decir, en un
tumor, todas las células comparten las mismas mutaciones somaticas que las del clon
inicial reflejando la clonalidad de la enfermedad. Pero a medida que el tumor evoluciona,
se van acumulando mutaciones adicionales que van a definir los diferentes subclones de
la enfermedad. Debido a esa gran variabilidad, resulta complicado encontrar un
tratamiento efectivo para la LMA. Actualmente, los tratamientos de primera linea se
basan en la administracion de drogas quimioterapéuticas (citarabina, antraciclinas) y en
algunos casos en el trasplante de precursores hematopoyéticos (Roboz, 2011). Sin
embargo, la elevada tasa de recaida de la enfermedad después de estos tratamientos
sugiere que los blastos leucémicos son capaces de escapar al sistema inmune. Ademas,
estos tratamientos no son recomendados en personas de edad avanzada o con mal
prondstico ya que se asocian con elevadas tasas de mortalidad. Por ello, los agentes
hipometilantes AZA (Vidaza®) y DAC (Dacogen®) han sido aprobados por la FDA como
tratamientos alternativos para estos pacientes (Griffiths y col., 2013) debido a que
mejoran su supervivencia y su calidad de vida (menor fatiga, disnea y trastornos
psicolégicos, asi como una mayor movilidad) (Kornblith y col.,2002). El fundamento de
estos tratamientos se basa en provocar dafio en el ADN vy la lisis de las células leucémicas,
pero a pesar de su uso habitual en la practica clinica, aun se desconocen cudles son los

mecanismos moleculares y las dianas terapéuticas concretas sobre las que actudan.

A la vista de estos antecedentes, nos planteamos determinar el papel que los
tratamientos desmetilantes AZA y DAC ejercen en la liberacién de los ligandos solubles
durante la LMA. Se observd que las lineas celulares KG1A y NB4, las cuales liberan niveles
elevados de MICA, MICB y ULBPs1-3 al sobrenadante celular, disminuyen drasticamente
la liberacion de estos ligandos tras el tratamiento in vitro con ambos agentes
desmetilantes. Esta disminucion en la liberacidn de los ligandos solubles es acompanada

por un incremento de la expresidn de estas proteinas en la superficie celular, sugiriendo
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que los tratamientos desmetilantes podrian afectar directamente a los mecanismos de

liberacion o corte proteolitico de los NKG2DL.

Una de las principales consecuencias de la liberacién de los NKG2DL es el bloqueo e
internalizacién de su receptor NKG2D, llevando a la pérdida de su funcionalidad (Salih y
col., 2008). De hecho, los sobrenadantes de las lineas celulares de LMA KG1A y NB4 son
capaces de disminuir la expresién del receptor NKG2D en la linea celular NKL asi como de
bloquear la interaccion de NKG2D con sus ligandos en un ensayo de citotoxicidad. Por el
contrario, el tratamiento previo de estas lineas celulares con AZA y DAC bloquea o
revierte ambos efectos. En definitiva, los tratamientos desmetilantes no sélo son capaces
de regular la liberacién de los ligandos de NKG2D en las células mieloides, sino también

de restaurar el reconocimiento inmune mediado por el receptor NKG2D.

Estos resultados han podido ser trasladados al analisis llevado a cabo en pacientes
diagnosticados con LMA a los cuales se les ha administrado un tratamiento con Vidaza®
durante varios ciclos. En el suero de todos los pacientes analizados se detectd la
presencia de uno o mas ligandos solubles siendo MICB y ULBP3 los ligandos liberados con
mayor frecuencia (83.3% de los casos), seguido de ULBP2 (66.7%), ULBP1 (58.3%) y MICA
(50%). Estos resultados se correlacionan con estudios previos donde se habia observado
gue los NKG2DL son liberados frecuentemente al suero de pacientes con LMA llegando a
encontrarse liberacion para dos o mas ligandos en el 90% de los casos (Salih y col., 2003;
Diermayr y col.,2008; Hilpert y col., 2012). Tras el tratamiento con Vidaza®, el 60% de los
pacientes disminuyeron la presencia de estos ligandos solubles, corroborando nuestros
estudios previos en las lineas celulares de LMA. Ademas, se pudo comprobar que la
disminucion de los NKG2DL solubles en el suero de los pacientes tratados con Vidaza® es
capaz de revertir el bloqueo de la citotoxicidad mediada por la interaccién NKG2D-
NKG2DL observada con el suero obtenido previo al tratamiento. Asimismo, el tratamiento
con Vidaza® incrementa la expresién de los NKG2DL en la superficie de los blastos
mieloides procedentes de medula ésea en comparacion a la expresién observada antes
del tratamiento. El incremento en la expresion de los NKG2DL en la superficie celular
podria estar asociada con el nimero de ciclos de Vidaza® recibidos, ya que los dos de los

pacientes que habian recibido un menor numero de ciclos (2-3) se corresponde con
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aquellos en los que el incremento en la expresion es menor o casi inexistente. Estos
resultados junto con los trabajos previos publicados en células de tumores solidos
(Yamanegi y col., 2012; Chavez-Blanco y col., 2011) muestran que el tratamiento con
moduladores epigenético es eficaz a la hora de potenciar el reconocimiento inmunoldgico
mediado por las células NK a través de la inhibicion de la liberacién de los NKG2DL. Sin
embargo, estos resultados necesitan ser confirmados en estudios posteriores con un
mayor numero de pacientes, debido a la dificultad de obtener estas muestras y al nUmero

reducido de pacientes con LMA tratados con esta droga.

Como resumen de nuestros datos, podemos afirmar que el tratamiento con Vidaza®
en pacientes con LMA interfiere en los mecanismos de liberacién asociados a los ligandos
de NKG2D favoreciendo su expresion en la membrana celular de los blastos mieloides y
en definitiva, el reconocimiento inmunoldgico. Sin embargo, no podemos dejar de tener
en cuenta que estos tratamientos tienen efectos adicionales en la expresion de diversos
antigenos asociados a tumores (CTA, cancer-testis antigen; NY-ESO-1, New York
Esophageal Squamous Cell Carcinoma-1), en genes supresores tumorales (por ejemplo,
inhibidores de las ciclinas) (Wolf y col., 2017) o en moléculas costimuladoras como PD-1,
PD-1L o PD-L2 (@rskov y col., 2015) los cuales se asocian con una mayor resistencia al

tratamiento, una mayor progresion de la enfermedad y una menor supervivencia.

6. LA HIPOMETILACION DE TIMP3 BLOQUEA LA LIBERACION DE
MICA, MICB Y ULBP2 Y SE ASOCIAS A UN MEJOR PRONOSTICO
CITOGENETICO

Nuestro siguiente objetivo fue determinar el mecanismo implicado en el bloqueo
de la liberacion de los ligandos de NKG2D mediado por los agentes hipometilantes AZA y
DAC. Como se mencioné anteriormente, la familia de metaloproteasas ADAM y en
concreto ADAM10 y ADAM17 han sido descritas como claves en el procesamiento vy
liberacion de los ligandos de NKG2D. Ademads, estas proteasas participan en otros

procesos de angiogénesis, migracidn, invasidn y crecimiento intimamente relacionados
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con la progresion tumoral (Kessenbrock y col., 2010). Aunque su papel en la LMA ha sido

pobremente descrito.

En consecuencia, lo primero que analizamos fue el efecto de los inhibidores
especificos de estas MPs (GW280264X y TMI-1 como inhibidores de ADAM17, GI250023X
como inhibidor de ADAM10) en la liberacion de los NKG2DL en las lineas de LMA, KG1A y
NB4. Se observd que los inhibidores especificos de la actividad de ADAM17 reducen la
liberacion de todos los ligandos mientras que el inhibidor de ADAM10 no tiene ningun
efecto. Esta es la primera vez que ADAM17 se asocia con el procesamiento y liberacion de
los NKG2DL en la LMA, y en concreto con los ligandos ULBP1 y ULBP3, los cuales hasta
hace poco se consideraba que se liberaban exclusivamente dentro de particulas
exosomales. Aunque estudios recientes también mostraron que la inhibicidn
farmacolégica de ADAM10 o su silenciamiento especifico mediante siRNA reduce la
liberacion tanto de MICB como de ULBP3 en lineas celulares de linfoma de Hodgkin
(Zocchi y col., 2015; Camodeca y col., 2016). Ademas, se ha descrito que la estabilidad de
ULBP1 en la membrana celular es menor que la del resto de ligandos y que podria ser
eliminado de la superficie celular por un proceso de endocitosis y degradacién en el
proteasoma (Fernandez-Messina y col., 2016). Por lo tanto, se especula que la liberacién
de los ligandos de NKG2D mediante uno u otro mecanismo va a ser dependiente del tipo
celular, de la expresién y funcionalidad de las diferentes proteasas, asi como del trafico

celular de los NKG2DL.

En la LMA, los inhibidores de ADAM17 han sido propuestos como tratamiento para
aumentar la activacién de las células NK frente a los blastos leucémicos. Se sabe que una
vez que las células NK reconocen a la célula tumoral, la expresidén del receptor CD16 en la
membrana se reduce como consecuencia de su liberacidon proteolitica mediada por
ADAM17. De hecho, el tratamiento con un anticuerpo humanizado CD16 x 33 BIKE el cual
se une a las células NK a través de CD16 y permite el reconocimiento de las células de
LMA CD33+ incrementando la capacidad citotdxica de las células NK y la produccion de
citocinas (Wiernik y col.,, 2013). Si este anticuerpo se utiliza en combinacién con
inhibidores especificos de ADAM17, el incremento de la activaciéon de las células NK es

aun mayor ya que la inhibicién de ADAM17 impide la liberacién de CD16. Ademas, se ha
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demostrado que ADAM17 se expresa en células de LMA e interacciona con la
aminopeptidasa CD13 regulando procesos relacionados con el crecimiento celular, la
movilidad y la secrecidén de citoquinas inflamatorias y angiogénicas (Bouchet y col., 2014).
El uso de anticuerpos frente CD13 podria ser utilizado como tratamiento para la LMA ya
que promueven la internalizacién tanto de CD13 como de ADAM17 provocando la
apoptosis de los blastos mieloides. Mucho menos se conoce sobre el papel de ADAM10
en la LMA ya que Unicamente se ha descrito que esta proteasa se expresa en aquellos
pacientes que presentan la mutacion en el gen MLL (Mixed lineage leukemia) (Poppe y
col., 2004). Por lo tanto, nuestros resultados muestran un papel adicional de ADAM17 en

la LMA a través del bloqueo de la liberacion de los ligandos de NKG2D.

Para demostrar el efecto de estos agentes desmetilantes sobre la expresién y/o
actividad de ADAM17, analizamos la expresién de ADAM17 en la superficie celular de las
lineas KG1A y NB4 y su actividad fue determinada mediante ensayos de basados en la
fuorescencia generada tras la escision de un sustrato especifico para ADAM17. Nuestros
resultados indican que ADAM17 se expresa en condiciones basales en las lineas de LMA vy
esta no se modifica tras el tratamiento con DAC. Por el contrario, si se observd un
descenso significativo de la actividad proteolitica de ADAM17 en ambas lineas celulares
cuando estas eran tratadas previamente con el agente hipometilante DAC. En definitiva,
la disminucion en la liberacidn de los ligandos de NKG2D podria ser consecuencia de la
inhibicidn de la actividad enzimatica de ADAM17 inducida por los agentes desmetilantes.
Aunque nuestros datos parecen indicar que el efecto de los desmetilantes no es
directamente sobre la expresién de ADAM17 sino a través de intermediarios implicados

en regular su actividad proteolitica.

Con el objetivo de demostrar esta hipdtesis, se analizd la implicacién de los
tratamientos desmetilantes en la regulacién del inhibidor TIMP3. TIMP3 es un inhibidor
natural de ADAM17 que es capaz de inhibir el crecimiento celular, la invasién y el
desarrollo de metdstasis por lo que se considera un gen supresor tumoral. Inhibidores
farmacoldgicos de ADAM17, como GW280264X, han sido propuestos como tratamiento
antitumoral ya que bloquean la liberacidon de los NKG2DL en lineas celulares tumorales.

Sin embargo, estos tratamientos son de amplio espectro lo que dificulta su uso en Ia
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practica clinica de ahi que se estén buscando inhibidores mas especificos de las MP, como
por ejemplo TIMP3. Diversos estudios han puesto de manifiesto que el gen TIMP3 se
encuentra aberrantemente metilado en algunos tumores soélidos (melanoma,
hepatocarcinoma, cancer de tiroides, de cabeza y cuello, cervical, de pulmdén o gastrico)
asociado a una mayor angiogénesis e invasion celular y a una peor supervivencia (Anania
y col., 2011; Yu y col., 2014, Siegel y col., 2015; Das y col., 2016; Kong y col., 2016; Das y
col., 2016; Shen y col., 2016; Zhang y col., 2016). Un estudio realizado en lineas celulares
de LMA muestra que la hipometilacidn y sobreexpresion de TIMP3 es un hecho asociado
a la translocacion del gen MLL, que ocurre en el 5% de los casos de LMA, y que se

correlaciona con un mal pronéstico de la enfermedad (Rohrs y col., 2009).

Nuestros resultados mostraron que TIMP3 no se expresa o lo hace a muy bajos
niveles en las lineas celulares KG1A y NB4 pero se induce claramente tras el tratamiento
con DAC tanto a nivel transcripcional como de proteina y de forma dependiente de la
dosis. De manera que la expresion de TIMP3 en las células de LMA podria estar
directamente regulada por la metilacion del ADN. Para verificar esto, se analizé el patrén
de metilacion de TIMP3 tanto en lineas celulares de LMA como en muestras de ADN
procedentes de medula dsea de pacientes diagnosticados de LMA, mediante técnicas de
pirosecuenciacion. Nuestros datos mostraron que este gen se encuentra hipermetilado (>
90% metilacidn) en las lineas celulares de LMA y el tratamiento con DAC induce su
desmetilaciéon de forma dependiente de la dosis. Ademads, el 25.5% de los pacientes
analizados (n=90) con LMA muestran una metilacidon aberrante para TIMP3. Por lo tanto,
estos resultados indican que quiza la metilacién de TIMP3 podria ser el motivo de la

liberacion de los NKG2DL en la LMA.

Para corroborar la implicacién de TIMP3 en la liberacion de los ligandos solubles en
LMA, se analizaron los niveles de los NKG2DL solubles en células de LMA silenciadas para
TIMP3 antes y después del tratamiento con DAC. Como cabria esperar, los niveles
solubles de MICA, MICB y ULBP2 son disminuidos tras el silenciamiento de TIMP3 pero
estos se recuperan cuando las células son previamente tratadas con el agente
desmetilante DAC. De manera que podemos concluir que la desmetilacion de TIMP3 por

agentes desmetilantes es la responsable del bloqueo de la liberacién de MICA, MICB vy
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ULBP2 en la LMA. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles solubles de
ULBP1 y ULBP3 sugiriendo que otros mecanismos alternativos de regulacion de ADAM17,
podrian estar regulando la liberacién de estos ligandos. Uno de estos mecanismos
implicados podria ser la regulacion por microRNAs, como el miR-145, que regula
negativamente la actividad de ADAM17 en carcinoma renal y hepatocelular y que ha sido
encontrado aberrantemente metilado en cancer (Doberstein y col., 2013; Liu y col., 2014).
Ademas, proteinas como la aminopeptidasa CD13 y la glicoproteina RECK, cuya expresidon
es regulada por metilacién, también inhiben ADAM17 mediante internalizacién o
interaccion fisica directa (Bouchet y col., 2014; Hong y col., 2014). Estos mecanismos
regulados por la metilacion del ADN deberan ser explorados en detalle para determinar

su implicacién adicional en la regulacién de los NKG2DL en la LMA.

La citogenética ha demostrado ser una herramienta muy eficaz para establecer el
prondstico de los pacientes con LMA. Las mutaciones mas caracteristicas de la LMA
utilizadas en la practica clinica para establecer el prondstico citogenético son FLT3, NPM1
y CEBPA. La presencia de mutaciones en el gen FLT3, en forma de duplicaciones en
tdndem (FLT3-ITD), estd asociada con un peor prondstico de la LMA (Sheikhha y col.,
2003). Estos datos estdn en concordancia con nuestros resultados ya que hemos
observado que aquellos pacientes que presentan la mutacion FLT3-ITD presentan una
mayor frecuencia de metilacion de TIMP3 (75%) en comparacidn con los pacientes que
presentan la mutacién FLT3-D835 (12.5%). El analisis citogenético de nuestra cohorte de
pacientes revela que la metilacion aberrante de TIMP3 se asocia con deleciones en TP53 y
con la trisomia del cromosoma 11. TP53 es un gen supresor tumoral encargado de la
parada del ciclo celular para inducir los mecanismos de respuesta al dafio en el ADN o
para provocar la apoptosis de la célula diana. Por lo tanto, las deleciones en TP53 causan
la inactivacion del gen promoviendo el desarrollo del tumor (Seifert y col., 2009). La
trisomia 11 es la segunda trisomia mas frecuente en pacientes con LMA y estd asociada
con un pronéstico adverso de la enfermedad puesto que se relaciona con diversas
mutaciones asociadas a la progresion de la enfermedad (MLL-PTD, DNMT3A, U2AFI,
FLT3-ITD y IDH2) (Eisfeld y col., 2016). Los continuos avances en el campo de la genética y
la epigenética revelan nuevas mutaciones y aberraciones cromosdmicas que pueden ser

utilizadas para estratificar a los pacientes en base a su prondstico (favorable, intermedio
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o adverso) (Yohe S., 2015). En nuestro estudio, hemos observado que los pacientes que
tienen niveles elevados de metilacion para TIMP3 muestran un peor prondstico
citogenético que aquellos en los que este gen se encuentra desmetilado. En definitiva, y a
falta de estudios mdas amplios, podemos proponer que la metilacién de TIMP3 podria ser

considerada como un marcador adicional en el pronéstico de la enfermedad.

En conclusidn, los resultados derivados de nuestro trabajo proponen que el
tratamiento con agentes desmetilantes en la LMA facilita el reconocimiento inmune
mediado por la interaccion NKG2D-NKG2DL a través del bloqueo de la liberacién de los
NKG2DL. Este efecto es mediado por la desmetilacion de TIMP3 que inhibe la actividad de
ADAM17 disminuyendo la liberacion de MICA, MICB y ULBP2 en los blastos mieloides
(Figura 11).
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Figura 9. Efecto de los agentes hipometilantes sobre la regulacion de los
sNKG2DL en la LMA. Los agentes desmetilantes afectan tanto a la expresion
como a la liberacién de los NKG2DL. Por un lado, producen la desmetilacion de
la regidon promotora de los NKG2DL (MICA, ULBP1, ULBP2, ULBP3) favoreciendo
su expresion en la superficie celular. Por otro lado, se produce la desmetilacidn
de TIMP3 lo que provoca la inhibicion de ADAM17, impidiendo la liberacion de
MICA, MICB y ULBP2 y por lo tanto, favoreciendo su expresion en la superficie
celular.






VI. CONCLUSIONES
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Los ligandos de NKG2D (MICA, MICB y ULBPs 1-3) se expresan de forma
heterogénea en lineas celulares procedentes de tumores sélidos y hematoldgicos.
Mientras que en los tumores sélidos es frecuente la expresion conjunta de dos o
mas ligandos, un Unico ligando es expresado en el 25% de las lineas de tumores

hematoldgicos.

La hipermetilacion de los ligandos de NKG2D, excepto de MICB, esta asociada con
la ausencia de transcripcion en lineas celulares de LMA. En tumores sélidos, los
ligandos de NKG2D estdn mayoritariamente desmetilados sugiriendo que la

metilacidn aberrante de estos ligandos es un hecho caracteristico de la LMA.

Asimismo, el nivel de metilacién de MICA, ULBP1 y ULBP2 esta significativamente
incrementado en pacientes con LMA respecto a controles sanos mientras que en

tumores de colon todos los ligandos de NKG2D estan desmetilados.

El tratamiento con agentes desmetilantes, 5-azacitidina y 5-aza-2’-deoxicitidina,
restaura la expresién de los ligandos MICA y ULBPs 1-3 en la superficie de células
leucémicas confirmando el papel esencial de la metilacién del ADN en la

regulaciéon de los ligandos en esta patologia.

Este incremento en la expresion de los ligandos de NKG2D en la superficie celular
se asocia a un mayor reconocimiento y eliminacién de las células leucémicas por
células citotéxicas NKG2D positivas (células NK y linfocitos T CD8+), revirtiendo asi

la evasién inmune.

El tratamiento con drogas desmetilantes, como Vidaza®, reduce significativamente
la liberacién de los NKG2DL solubles en lineas celulares y en el suero de pacientes
con LMA, facilitando su expresiéon en la superficie celular y promoviendo el

reconocimiento inmune.
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7. La metaloproteasa ADAM17 controla la liberacién proteolitica de los ligandos de

NKG2D en células de LMA.

8. El gen TIMP3, inhibidor de ADAM17, estd aberrantemente metilado en lineas
celulares de LMA y en el 25.5% de los pacientes con LMA. Por lo tanto, la
hipermetilacion de TIMP3 puede contribuir a los altos niveles de MICA, MICB y

ULBP2 solubles detectados en los pacientes con LMA.

9. Altos niveles de metilacion en TIMP3 se asocian con un prondstico citogenético
adverso, definido por la mutacién FLT3-ITD, la trisomia del cromosoma 11 vy
deleciones en TP53, sugiriendo el nivel de metilacién de TIMP3 como un potencial

biomarcador de la enfermedad.

Los trabajos realizados en esta tesis han permitido demostrar que la hipermetilacion
del ADN juega un papel fundamental en la evasién inmune de las células de LMA a
través de la metilacién de los ligandos de NKG2D y de TIMP3, el cual favorece la
liberacion de MICA, MICB y ULBP2 en su forma soluble. El tratamiento con farmacos
desmetilantes abre nuevas estrategias terapéuticas para potenciar el reconocimiento

inmune de la LMA.
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