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TEMA 17. TRANSPLANTES DE ORGANOS TEJIDOS O CELULAS MADRE HEMATPOYETICAS. RESPUESTA ANTI-TUMORAL

. Los linfocitos T se ven expuestos a complejos pMHC-I y pMHC-II que no han visto en timo dado que las células transplantadas expresan alelos MHC-I y MHC-II que se diferencian en
secuencia de los del receptor (huesped). La frecuencia delinfocitos T que reconocen un determinado alelo es de 1/100. Es una respuesta policlonal en donde diferentes linfocitos T
reconocen difenrentes complejos pMHC (diferentes péptidos de proteinas propias enun determinado alelo).

. Los linfocitos T virgenes aloespecificos (reconocen alelos MHC alogénicos, de un individuo de la misma especie) se activan sobre células dendriticas maduras. La maduracion de las células
dendriticas suele realizarse durante la anoxia del 6rgano durante el procedimiento quirtirgico o su traslado.

1. Reconocimiento diracto: Se reconoce el alelo HLA no prpio en la membrana de una célula dendritica del donantes (alogénica)

2. Reconocimientoindirecto. Se recncoce en células dendriticas propis (del receptor) complejos pMHC-II en dond el péptido proviene de la molécula alogénica del donante.

3. Antigenos menores:. Las células dendriticas del donante pueden expresar péptidos en alelos MHC compartidos no presentes en timo si dicha proteina presenta alelos y los péptidos
enclavados tienen diferencias en su secuencia (al ser diferentes alelos)

. Tipos de rechazo:

1. Rechazo hiperagudo: Provocado por la presencia de anticuerpos preformados (antigrupo sanguineo o que recocen complejos pMHC alogénicos al verse expuestos a estos alelos
durante el embarazo, otro transplante, etc). Necesidad de pruebas cruzadas
2. Rechazo agudo: Provocada por reconocimiento de linfocitos T de moléculas MHC alogénicas. Mecanismos de rechazo
3. Rechazo crénico: Origen desconocido. Se especula papel de anticuerpos frente a alelos MHC.
1. Los anticuerpos frente a alelos MHC requieren cooperacion T:B en donde los linfocitos B del receptor (huesped) reconocen el alelo del donante y los linfocitos T cooperadores
reconocen péptidos del alelo del donante en complejos pMHC propios en la membrana del linfocito B. Require presentacion indirecta previa.

Papel de las células NK en los transplantes en donde las células del donante tienen ligandos de receptores activadores de células NK (por ejemplo células madre hematopoyéticas).

. Influencia de semejanzas y diferencias de tipaje HLA en supervivencia del injerto. Aun en presencia de inmunosupresion cuanto mayor sea el nimero de alelos compartidos mejor es la
supervivencia del injerto. Se puede transplantar con multiples diferencias si se adade inmunosupresion. Los farmacos inmunosupresores actuales no logran retrasar rechazo cronico

. Enfermedad de injerto contra huesped: Los linfocitos T del donante presentes en el injerto reconoce alelos MHC del donante en células dendriticas y provoca enfermedad que puede ser muy

grave con afectacion en piel, y sistema digestivo.

Transplante de islotes pancreaticos y de células progenitoras hematopoyéticas

. Farmacos y anticuerpos que producen inmunosupresion y que permiten supervivencia del transplante en presencia e falta de identidades o de antigenos menores. Importancia de los
inhibidores de calcineurina. Nuevos farmacos.

. Xenotransplantes. Importancia de anticuerpos preformados que reconocen patrones de glicosilacion en céulas de cerdo.

10. INMUNOLOGIA DE LA RESPUESTA ANTITUMORAL

11. Desarrollo del tumor

1. Invasion y metastasis
2. Traslocaciones cromosomicas
3. Genes que inducen proliferacion y genes con funcion supresora
4. Alteraciones genéticas se acumulan para producir tumor y metastasis. En adenocarcinoma sélo cuatro pérdidas o activaciones.
12. Antigenos tumorales conocidos por sistema inmune
1. Antigenos especificos de tumor. Presentes en un inico tumor. Suelen ser mutaciones, delecciones o traslocaciones. Aparecen péptidos que NO existen en timo y que pueden ser
reconocidos por células T del sistema inmune al aparecer nuevos complejos pMHC. Analogos a antigenos menores de histocompatibilidad.. Participan en el desarrollo tumoral
2. Antigenos asociados a tumores. Aparecen en diferentes tumores de un mismo origen o de origen diferentes. No participan en desarrollo tumoral
1. Transcripcion y traduccion de antigenos no expresados en las células donde se asienta el tumor (antigenos fetales como alfa-fetoproteina)
2. Sobreexpresion de antigenos expresados en la célula origen del tumor lo que permite expresion e complejos pMHC en densidad suficiente para poder romper tolerancia y
permitir respuesta antitumoral (antigenos expresados en melanomas)
3. Marcadores tumorales. Proteinas presentes en SANGRE, que por tanto se pueden determinar por ELISA u otras técnicas y que sirven para valorar evolucion de tumor tras
extirpacion. No sirven como diagnostico aunque pueden ser utiles en ciertas situaciones.

13. Reconocimientopor parte de linfocitos T CD8+ anti-tumorales. Complejos pMHC-I reconocidos

1. Necesidad de presentacion cruzada de antigenos por células dendriticas

2. Problema: Células dendriticas no maduran en entorno de tumor a diferencia de lo que ocurre en infeccion viral y por ello presentacion cruzada es muy poco eficaz.
14. Otors mecanismos que dificultan desarrollo de inmunidad antitumoral eficaz

1. Tolerancia a antigenos tumorales al nopresentarse en dendriticas maduras

2. Modulacion de antigenos reconocidos por sistema inmune o por anticuerpos desarrollados con capacidad antitumoral.

3. Produccion por parte del tumor de moléculas inmunosupresoras (TGF-beta).
15. Nuevos tratamientos antitumorales.

1. Utlizacion de anticuerpos contra proteinas presentes en células tumorales. Problema de modulacion antigénica

2. Transfeccion de genes que permitan a la célula tumoral comportarse como una célula presentadora de antigena o de citocinas que permitan la maduracion de células dendriticas y la

realizacion de presentacion cruzada.

3. Activacion de linfocitos T anti-tumorales in vitro y que permita su proliferacion y la ejecucion de funciones efectoras (IL-2 activadas).

16. Transplante de médula dsea como tratamiento de tumores tras quimioterapia y radiacion que destruye células madres hematopoyéticas.

17. NUEVOS FARMACOS INMUNOSUPRESORES O INMUNOESTIMULADORES

1. Anticuerpos terapéuticos agonistas y antagonistas. Receptores co-activadores y co-inhibidores

2. Farmacos inmunosupresores. no esteroideos, esteroideos, inhibidores de la fosfatasa calcineurina, inibidores de las sefiales transmitidas por interleucinas (rapamicina), antimitoticos.

3. Consecuencias de la inmunosupresion.
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Solo sobreviven los timocitos que interaccionan con afinidad baja-intermedia con complejos
pMHC propios porque son los tnicos capaces de lograr interaccionar con alta afinidad con
complejos pMHC no propios o propios modificados..

o Los linfocitos T se activaran::
No importante compatibilidad
1. Cuando reconozcan un complejo pMHC que no ha visto en timo. Lo hace cuando: AB.O

o Complejos pMHC propio modificado: Son todos los que hemos estudiado, en
donde el péptido es NO propio y procede por ejemplo de un microorganismo

o Complejos pMHC no propios: Ocurre durante los transplantes en donde el
alelo MHC presente en el 6rgano transplantado no es el mismo que en el
receptor del transplante.

o Los linfocitos T del donante (injerto contra huesped en transplante de
médula 0sea) o del receptor (huesped contra injerto o Graft versus host)
reconocen complejos pMHC en donde el alelo MHC no lo ha visto en
timo, y por tanto es no propio. Los péptidos enclavados en el
ALOANTIGENO proviene de proteinas propias (humanas) capaces de

enclavarse en el alelo no propio (aloantigeno) y el complejo pMHC La enorme cantidad de alelos HLA de clase 'y II que hay en la poblacién hace que haya linfocitos
alogénico es reconocido como no propio T que son capaces de reconocer alelos no propios y activarse al reconocer células dendriticas
o Los linfocitos B del receptor (huesped contra injerto) reconocen maduras alogénicas. Hay dos tipos de transplantes en donde se activan linfocitos T:
complejos pMHC en donde el alelo MHC NO lo han visto en médula ;
6sea, y por tanto es no propio. Los linfocitos B IGNORAN el péptido del e Organos sin linfocitos T. Un ejemplo es rifion. Los linfocitos T del huesped reconoce
complejo pMHC, reconociendo epitopos presentes en el aloantigeno. Por C,éhﬂas dendriticas maduras del donante (huesped contra injerto)
ello la frecuencia de precursores es similar a la de cualquier antigeno * Organos o Tejidos con linfocitos T. Hay diversos ejemplos; intestino, higado, médula
(por ejemplo viral). osea. En estos casos los linfocitos T del huesped pueden reconocer células dendriticas del
donante (huesped contra injerto), pero también los linfocitos T del donante pueden
2. Cuando lo reconoce sobre una célula dendritica madura. La madurez de la célula reconocer células dendriticas del huesped (injerto contra huesped, en inglés graft versus
dendritica en el trasplante probablemente sea debida a la ANOXIA suftrida por el host disease (GVHD))
organo transplantado desde su extirpacion hasta su implantacion, junto con otros

factores.
3. Nomenclatura importante

1. DONANTE. Es la persona que dona el 6rganso, sea solido o de células
progenitoras hematopoyéticas

2. RECEPTOR/HUESPED. E:s la persoa que recibe el trasplante del donante

3. INJERTO. Es el 6rgano o tejido o células trasplantadas

4. ALOANTIGENO HLA. Alelo HLA presente en el donate(injerto y que no esté
presente en el Receptor/Huesped. Puede ser reconocido de manera Directa
(cargado de péptidos humanos del donante) o indirecta (como péptido
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enclavado en MHC-II presente en células del receptor/huesped)

. ALOANTIGENO NO-HLA. Proteinas humanas del donante que no tienen
idéntica secuencia en el receptor. Pueden ser alelos de proteinas no-HLA o
variabilidad de secuencia de un gen en la poblacion humana. Estos
aloantigenos no-HLA tienen méas importancia en la presentacion indirecta que
en la directa (ver mas adelante)
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Sobre una molécula MHC no propia (alogénica) se pueden enclavar muchos péptidos
provenientes de proteinas propias, generando miles de nuevos complejos pMHC no presentes en
timo capaces de activar linfocitos T maduros. Por ello la frecuancia de linfocitos T que reconocen
CDR3b aloantigenos (complejos pMHC en donde MHC es un alelo no presente en el individuo) es de
, R X L. 1:100 en lugar de 1:50.000. La respuesta de linfocitos T frente a un ALOANTIGENO es
Hlay que recordar que el receptor de antigeno de linfocito T reconoce tanto aminoacidos del policlonal. Cada uno de los linfocitos T reconocerd un complejo pMHC diferente. Como el
péptido como del alelo MHC en el que se enclava péptido enclavado NO lo conocemos, la especificidad antigénica de los linfocitos T que lo
reconocen toma el nomber del ALELO MHC, y no de la proteina de la que proviene el péptido.
Es una excepcion. Los datos experimentales sugieren que se generan unos 500 compljos pMHC
por cada aloantigeno HLA que pueden ser reconocidos por linfocitos T. Ello hace que sea una
respuesta policlonal, en donde hay al menos 500 linfocitos T anti-B27 (por ejemplo) que

CDR2

CDR1

reconocen complejos pB27 difeerentes, cada uno reconocera en B27 un péptido humano distinto

,— Complejo pMHC Especificidad antigénica Frecu§n01a de linfocitos T antigeno
especificos

Reconocimiento de un microorganismo POR Péptidos de la proteina citoplasmica viral Pol en el alelo . . .
LINFOCITOS T propio HLA-B27 Anti-Pol 1:50.000 aproximadamente

Péptidos de proteinas HUMANAS (propias) en el
Reconocimiento de un aloantigeno (HLA-B27) POR  |aloantigeno HLA-B27. Se considera que aproximadamente . . .
LINFOCITOS T se pueden presentar unos 500 compljos pMHC distintos en Anti-HLA-B27 1:100 aproximadamente
cada alelo
Reconocimiento de un microorganismo POR . El antigeno no procesado (por ejemplo ||, . .
LINFOCITOS B No reconoce complejos pMHC HBsAg) 1:50.000 aproximadamente

Reconoce epitopos de la molécula MHC alejados de la La del alelo MC no-propio reconocido
zona de contacto con el péptido (aloantigeno) Por ejemplo HLA-B27

1:50.000 aproximamente

Reconocimiento de un aloantigeno POR LINFOCITOS
B

FIGURE 1 Throo modols of structural HLA class | 0pitopo. Tho HLA moocu s 100 componsits: HLA Chia (Bnk), 12-miciogobuin (bus). and tho

bound peptide (green). The centrally located epiet (in pink) interacts with CDR-H. Residues within a 15-A yelow a i
oval circias) that make contact with other CDRS on haavy chain (H1 and H2) and bight chain (L1, L2, and L3). A=C) rafiact throo differant epitopa ocations on the:
molecule,

Los anticuerpos no reconocen el péptido enclavado en el aloantigeno (la imagen del medio es
También se activaran linfocitos B que reconocen aloantigenos, dado que estos aloantigenos NO una excep cw]}, yes recomdp por sélo una de. las seis reglones hlpervarlable§ de un anticuerpo).
se encontraban en la médula ésea del r del tr N Por ello el epitopo reconocido es conformacional y no es diferente de un epitopo presente en una
P ! s N . T .
Aunque durante el curso se ha hecho incapié en que los linfocitos B no reconocen complejos proteina viral y bacter_lana. Por ello la fr R (_ie B que . un alofmtlgeno
PMHC propios, ST den r lejos pMHC alogéni La respuesta es policlonal es de 1:50.000, parecida a la de la respuesta anti-viral. Reconocen epitopos en el aloantigeno
O PR A HLA no presentes en los alelos HLA-propi nas variables entre antigenos HLA). Esta baja
(reconocen muchos epitopos en la molécula alogénica) y los péptidos enclavados no forman parte 0 presentes en 1os alelos propios (zonas v . bles entre senos HLA ). Esta baj
de estos epitopos. Como se estudio en practicas, estos anticuerpos pueden dar reaccion cruzada frecuencia de precursores ha hecho que durante mucho tiempo se haya menospreciado el papel de
entre alelos ) ? los anticuerpos en el rechazo de 6rganos. Sin embargo igual que los anticuerpos contra una
: proteina viral es fundamental para su eliminacion, los anticuerpos frente a un aloantigeno
también juegan un papel muy importante en el rechazo de 6rganos.

La frecuencia de linfocitos B frente a aloantigenos NO es superior a la de otras moléculas no
propias, siendo de 1:50.000 aproximadamente, o incluso menos dado la semejanza en secuencia
entre alelos en la region no implicada en el contacto con el péptido.
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Como se aprecia, en la respuesta frente a un antigeno viral (HA de gripe) se pueden reconocer
varios epitopos, siendo también una respuesta policlonal. Por ello NO hay una frecuencia de
linfocitos B especificas frente a un aloantigeno muy diferente de la encontrada frente a cualquier
otra proteina no propia. De hecho es probablemente menor dado que las moléculas MHC se
parecen entre si.

Los mecanismos por los que se dafian las células del transplante (incluidas las células
ENDOTELIALES) son variadas, incluyendo linfocitos T CD4+ (secrecién de linfoquinas que
favorecen inflamacion) y T CD8+ efectores (citotoxicidad), anticuerpos que inducen activacion de
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complemento y ADCC, células fagociticas que liberan enzimas liticas respondiendo a citocinas
inflamatorias secretadas por linfocitos T CD4+ o CD8+.

Los linfocitos T efectores que se muestran en esta figura hacieron un reconocimiento del
aloantigeno DIRECTO (ver mas adelante) sobre células dendriticas del donante y hacen sinapsis
efectora en la figura con células del donante (epiteliales, etc)

Frecuencia de linfocitos T antigeno

. Tipo de respuesta
especificos P P

Reconocimiento de un Péptidos de la proteina citoplasmica
microorganismo por linfocitos T viral gp120 en el alelo propio HLA-
(proteina gp120 de VIH por ejemplo) B27

Anti-Pol o anti-gp120

Policlonal. Cada cklon de linfocitos T
reconoce péptidos diferentes de gp120
enclavados en los alelos MHC
expresados por paciente)

1:50.000 aproximadamente

Reconocimiento Directo de un
aloantigeno por linfocitos T

Péptidos de proteinas propias en el

aloantigeno HLA-B27 Anti-HLA-B27

Policlonal. Cada clon de linfocitos T
reconoce un péptido de proteinas
propias diferentes enclavadas en
aloantigeno HLA-B27

1:100 aproximadamente

INO reconoce el péptido del complejo
IpPMHC, solo epitopos
conformacionales diferentes entre
alelos MHC del receptor y del
donante.

Reconocimiento de un aloantigeno

por linfocitos B Anti-HLA-B27

Policlonal. Cada linfocito B reconoce
un epitopo del aloantigeno (no
interviene el péptido enclavado)

<1:50.000

En la respuesta huesped contra injerto, las células dendriticas maduras del donante abandonan el
organo transplantado por circulacion linfatica y reaccionan con linfocitos T y B del receptor en
ganglio linfatico

Las células dendriticas del DONANTE/Injerto parece que maduran durante el proceso de
"anoxia" secundaria a la extirpacion del 6rgano y la instalacion en el nuevo paciente. La mejor
tolerancia de los trasplantes en donde el periodo de anoxia se ha reducido parece avalar esta
hipotesis

tiempo de isquemia

en MHC-II receptor

W
«Internalizacion

+ no-especifica Internalizacion especifica

Ag menores

RECONOCIMIENTO
RECONOCIMEINTD . ?
DIRECTO INDIRECTO o REBTICO

Imagenes del reconocimiento directo e indirecto de los aloantigenos HLA. En el reconocimiento
directo se reconoce el aloantigeno HLA cargado de péptidos humanos, en el indirecto se
reconocen peptidos del aloantigeno HLA enclavados en alelos MHC-II del receptor. El
aloantigeno-HLA que es internalizado para la presentacion indirecta esta en la superfice de
CUERPOS APOPTOTICOS. Los cuerpos apoptdticos ya vimos que son capaces de ser
internalizados por céllas dendriticas gracias al cambio de los fosfolipidos de membrana que son
reconocidos por receptores de membrana de dendriticas. Como ya vimos las proteinas presentes
en el cuerpo apoptotico (en su membrana o en su interior) pueden ser presentados en MHC-1I
gracias al proceso de presentacion indirectade. Los linfocitos B anti-aloantigeno-HLA reconocen
los aloantigenos-HLA en a membrana de los cuerpos apoptoticos, lo internalizan y lo presentan
en MHC-II. Por ello la presntacion indirecta requiere la formacion de cuerpos apoptoticos
presentes en zona de trasplante (la captan células dendriticas) o en Area B de 6rganos
linfocides secundarios (llegan por circulacion linfatica a la zona B de 6rganos linfoides).

RECHAZO AGUDO  preseNTACION DIRECTA

Activacion células dendriticas
del donante por anoxia @ SINAPSIS INDUCTORA

(con hnfoatosT virgenes)
Vel Gmg&odetmcqoiu

Dendriticas pre sentan péptidos
del donante en sus MHC

|, Proliferacién y diferenciacion
de linfocitos T

Linfocitos T efectores

O

SINAPSIS EFECTORA

RECONOCIMIENTO DIRECTO DEL COMPLEJO pMHC ALOGENICO. Como en toda
respuesta inmune el reconocimiento del antigeno, en este caso aloantigeno, se hace en 6rganos
linfocides secundarios al que llegan células dendriticas maduras alogénicas (del donante/injerto).
Los linfocitos T efectores del receptor/huesped abandonan el ganglio por circulacion linfatica y se
extravasan en la zona de inflamacion, debida probablemente a la liberacion de DAMPs por células
del donante muertas por anoxia. Reconocimiento Directo del aloantigeno en células dendriticas
del donante

ACTIVACION DE LINFOCITO T VIRGENES

¢ Reconocimiento Directo (activacion linfocitos T CD4+ o CD8+ del receptor/huesped
sobre células dendriticas del donante/injerto). Se forma una sinapsis inductora en donde
los linfocitos T CD4+ y T CD8+ del huesped/receptor reconocen aloantigenos de clase I y/o
de clase II en las células dendriticas del donante/injerto y se convierten en células efectoras.
En este caso los linfocitos T CD8+ virgenes NO NECESITAN PRESENTACION
CRUZADA, dado que la célula dendritica del donante/injerto expresa el complejo
PMHC-I alogénico, no necesita endocitar cuerpos apoptoticos.

Reconocimiento Indirecto (activacion de linfocitos T CD4+ del receptor/huesped al
reconocer aloantigenos en las células dendriticas propias del receptor/huesped
provenientes de CUERPOS APOPTOTICOS). Se forma una sinapsis inductora que es
peculiar y MUY importante para generar anticuerpos frente a aloantigenos. La célula
dendritica del receptor/huesped capta cuerpos apoptoticos del donante (proveniente de
células del donante/injerto que mueren por apoptosis) y presenta en moléculas MHC-1I
propia (del huesped) péptidos de las moléculas alogénicas en MHC-1 o MHC-II presentes
en la membrana de la célula apoptotica del donante), formandose complejos pMHC-II en
donde el péptido puede provenir de moléculas MHC-I o MHC-II del donante/injerto.

o No confundir con la presentacion cruzada que ocurre en la respuesta antiviral. Aqui
los aloantigenos presentes en los cuerpos apoptoticos se presentan en MHC-I1
(presentacion indirecta). Ello facilita la cooperacion T:B.

= Si analizamos la figura de reconocimiento alogénico indirecto, vemos como
NO se refleja la presentacion cruzada (presentacion de péptidos del donante en
MHC-I del huesped). Puede acurrir, pero los linfocitos T CD8 generados
reconocerian MHC-I propio (del huesped) con péptidos de moléculas
alogénicas del donante presente en citoplasma. Este tipo de células NO existen
, ya que las células epiteliales del huesped no tienen en su citoplasma
aloantigenos ni pueden realizar presentacion cruzada
¢ COOPERACION T:B para produccién anticuerpos especificos frente a HLA-
alogénico
o Las células trasplantadas NO llegan a la zona B del ganglio. Llegan Cuerpos
apoptéticos
o La existencia de presentacién indirecta de proteinas presentes en cuerpos
apoptoticos (presentacion en moléculas MHC-II del huesped péptidos de moléculas
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MHC del donante) permite la cooperacion T:B y la formacion de anticuerpos anti-
MHC alogénico. Los linfocitos B del huesped reconocen el aloantigeno integro en la
membrana de cuerpos apoptoticos que llegan a ganglio. Al endocitar los cuerpos
apoptéticos de manera especifica (solo los que contengan el aloantigeno frente al que
es especifico, en la figura un aloantigeno MHC-I) presenta en MHC-II del huesped
péptidos de moléculas MHC-I o MHC-II alogénicas presentes en el cuerpo apoptotico
endocitado (del donante), que no estan en timo y que por tanto puede activar
linfocitos T CD4+ del huesped que hicieron una sinapsis inductora por
reconocimiento indirecto con células dendriticas que fagocitaron el cuerpo apoptotico

R i HLA alogénico directo
Moléculas HLA alogénicas integras expresadas en células del donante

Reconocimiento HLA alogénico indirecto

Moléculas HLA alogénicas pr das y presentadas en MHC-II del receptor

Sinapsis inductora Sinapsis efectora Sinapsis inductora Sinapsis efectora
(con células dendriticas del
receptor/huesped que han endocitado
remanentes celulares/cuerpos apoptoticos
del donante)
T CD4+ Células dendriticas donante Macréfagos del donante. Células dendriticas del receptor que han |Linfocitos B del receptor que ha
fagocitado cuerpos apoptoticos / exosomas |reconocido HLA-alogénico.
Linf B del donante si estuvieran en el de células del donante
transplante Macréfagos del receptor que endociten
remanetes celulares (cuerpos apoptoticos)
del donante.
Generacion linfocitos T CD4+ efectores del
Generacion T CD4+ efectores anti-MHC-TT |Generacion Inflamacion (por secrecion de receptor que reconocen péptidos de HLA-T Generacion de Ac especificos contra HLA
alogénicas interleucinas) y tal vez respuesta y HLA-IT alogénico del donante/injerto alogénico e Inflamacion
anticuerpos policlonal presentado en MHC-II del receptor
T CD8+ Células dendriticas del donante Células epiteliales del donante. También | Células dendriticas receptor que hayan  ||No la pueden hacer con NINGUNA célula
macrofagos o linfocitos B del donante. hecho presentaciéon cruzada de remanetes |ni del receptor ni del donante.
Generacion T CD8+ anti-MHC-I celulares
alogénicas Destruccion células del donante Ninguno. No existen células del receptor
Generacion linfocitos T CD8&+ efectores del ||con moléculas MHC-I o II alogénicas en
receptor que reconocen péptidos de HLA-I ||citoplasma. Solo Células dendriticas del
y HLA-II alogénico presentado en MHC-I | receptor que hacen reaccion cruzada, y NO
del receptor estan en organo trasplantado sino en
ganglio.
Efecto global ® Los linfocitos T CD4+ del RECEPTOR que hacen sinapsis efectora con macrofagos del @ Los linfocitos T CD4+ del RECEPTOR harian que los linfocitos B del RECEPTOR secretaran

DONANTE secretan interleucinas que favorecen r células i ias.

® Los linfocitos T CD4+ del RECEPTOR que hacen sinapsis efectora con linfocitos B del

DONANTE (cosa muy infrecuente y solo en trasplantes con foliculos linfoides en lamina propio a

médula 6sea) podrian, segun algunos investigadores, inducir la diferenciacion de células B
memoria (sin contacto con su antigeno especifico) y favorecer aumento de IgG total (respuesta
policlonal) al activar cualquier célula B memoria del donante

® Los linfocitos T CD8+ del receptor DESTRUIRIAN las células del donante por citotoxicidad.

anticuerpos anti-HLA de clase I o II alogénicas integras (no procesadas), que favorecerian la
destruccion de las células del donante por citotoxicidad mediada por anticuerpo o por complemento.
Ademas se produciria el reclutamiento de células inflamatorias.

Los linfocitos T CD4+ del RECEPTOR que hacen sinapsis efectora con macrofagos del
Receptor que hubieran fagocitado cuerpos apoptoticos del donante secretarian interleucinas que

favorecen r¢ células i ias y al final el rechazo del d6rgano

Los linfocitos T CD8+ no juegan ningun papel, No existen células del receptor que tengan las
moléculas MHC alogénicas en su citoplasma con las que hacer sinapsis efectora.

Los aloantigenos NO-HLA presentes enlos cuerpos apoptoticos también pueden presentarse en

complejos pMHC-II en la membrana de células del receptor que han internalizado cuerpos apoptoticos
que contengan aloantigenos-NO-HLA y activar a linfocitos T CD4+. Las células del receptor que pueden

internalizar cuerpos apoptoéticos son

1. Células dendriticas
2. Macrofagos
3. Linfocitos B anti-aloantigenos-HLA

4. ;Linfocitos B que reconozcan aloantigenos-NO-HLA en la membrana de cuerpos apoptoticos? NO

parece que estas proteinas de membrana existan y puedan ser reconocidas por linfocitos B, pero
podria pasar

Reconocimiento indirecto de aloantigenos NO-HLA (antigenos menores) en alelos HLA
de clase II

Sinapsis inductora ‘Sinapsis efectora

Células dendriticas del receptor que han
fagocitado cuerpos apoptoticos / exosomas
de células del donante

Generacion linfocitos T CD4+ efectores del
receptor que reconocen péptidos de
aloantigenos-NO-HLA del donante/injerto
presentado en MHC-II del receptor

Linfocitos B del receptor que ha
reconocido HLA-alogénico.

Macréfagos del receptor que endociten
remanetes celulares (cuerpos apoptoticos)
del donante.

Generacion de Ac especificos contra HLA
alogénico e Inflamacion

SINAPSIS INDUCTORA LINFOCITOS CD8+

(MHCT)
RECONOCIMIENTO DIRECTO DE MHC-I ALOGENICO
Las células dendritica del donante extresan

aloantigenos HLA cargados de péptides humanos (del
, donante) de protinas citosélicas. Esas estructuras NO
estén en timo del receptor
—~
Vo ead

cd
(M )
ce LuLA N
iy e PENDRITICA
peL
OONANTE RECEPTOR DONANTE

(& Wl &Lu\"ll,‘t‘m )

ALORRECONOCIMIEUTO
DIRECTO

RECONOCIMIENTO DIRECTO DE MOLECULAS HLA-Il ALOGENICAS

Las células dendriticas del donante expresan péptidos de proteinas humanas presentes en
vesiculas o en su via exocitica a membrana en complejos HLA-Il alogénicos.

Estos complejos pMC-Il no estén presentes en timo del receptor

LinEociTe T
peL
ReCePTOR

RECEPTOR NO EXPRESA NI A2, NI C7 NI DR15
Son aloantigenos MHC.

(L:.Kor..‘{o TCcpg )

Ejemplo de reconocimiento de los loantigenos HLA- A2 o C7 por linfocitos T CD8+ de un
receptor que no sea ni A2 ni C7. Los aloantigenos-HLA estan cargados de péptidos
humanos queprovienen deproteinas citosolicas (o en via exocitica)

En este caso la figura anterior se completa con el reconocimiento del aloantogeno DR15 por linfocitos
T CD4+ del receptor. Los péptidos enclavados en DR15 son péptidos humanos provvenientes de
proteinas que estan en vesicula y en la via exociticas (proteinas sintetizadas en ribosomas de reticulo
endoplésmico y que se secretan o se anclan en la membran citosélica)

Complejo pMHC

Especificidad antigénica

Frecuencia de linfocitos T

P . Tipo de respuesta
antigeno especificos P P
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Reconocimiento de un
microorganismo por linfocitos T
(proteina gp120 de VIH por
ejemplo)

Péptidos de la proteina citoplasmica
viral gp120 en el alelo propio HLA-
B27

Anti-gp120 1:50.000 aproximadamente

Policlonal. Cada clon de linfocitos T reconoce
péptidos diferentes de gp120 enclavados en los
alelos MHC expresados por paciente)

Reconocimiento Directo de un
aloantigeno por linfocitos T

Péptidos de proteinas humanas
enclavados en aloantigenos MHC-I
o MHC-II (por ¢jemplo HLA-B27)

Anti-HLA-B27 !!! 1:100 aproximadamente

Policlonal. Cada clon de linfocitos T reconoce
un péptido de proteinas humanas diferentes
enclavadas en aloantigeno HLA-B27

Reconocimiento Indirecto del
aloantigeno por linfocitos T

Reconocimiento de un
microorganismo por linfocitos B

Péptidos de aloantigenos MHC (o de
otras proteinas con alelos) del
donante presentados en MHC-II
del receptor. Las proteinas pueden
estar en membrana o interior de
cuerpos apoptoticos

Reconoce epitopos confrmacionales

No suele mencionarse en libros.
Probablemente toma el nombre
de la proteina de la que
provenga el péptido enclavado
en MHC-II. Si péptidoo de
B27 seria anti-B27 reconocido
de manera indirecta

1:50.000

1:50.000 para cada epitopo

Policlonal. Puede reconocer péptidos de
proteinas con alelos (sobre todo MHC
ALOGENICA) enclavados en los diferentes
alelos MHC-II del receptor

(proteina gp120 de VIH por de p120 Anti-gp120 reconocido Policlonal.

ejemplo)

Reconocimiento Directo de un Reconoce epitopos Policlonal. Puede haber reaccion cruzada con
conformacionales MHC-alogénico |Anti-HLA-B27 1:50.000 otros alelos HLA de parecida secuencia, lo que

aloantigeno por linfocitos B

en los que NO interviene el péptido

tiene importancia en trasplante

Reconocimiento indirecto de
aloantigenos por linfocitos B

NO existen, ya que linfocitos B NO
reconocen péptidos enclavados en
pMHC.

NO existen, ya que
linfocitos B NO reconoCen
péptidos enclavados en
pMHC.

NO existen, ya que linfocitos B
NO reconcoen péptidos
enclavados en pMHC.

NO existen, ya que linfocitos B NO reconcoen
péptidos enclavados en pMHC.

El reconocimiento del aloantigeno trae como consecuencia la destruccion de las células del
transplante (rechazo). Este proceso de reconocimiento tiene memoria inmunolégica, lo que
demuestra que es realizado por células del sistema inmune especifico. La generacion de memoria
es un grave problema a la hora de realizar re-trasplantes cuando un traspante es rechazado y por
tanto en ese paciente receptor hay linfocitos T efectores anti-HLA y anticuerpos anti-HLA.

RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD MENORES: ALELOS MOLECULAS NO-HLA.
RECONOCIMIETO COMPLEJOS pMHC HUMANOS HUMANOS NO PRESENTES EN TIMO PRESENTADOS EN ALELOS MHC-1 DEL RECEPTOR

La proteina X es una
aloantigeno menor

péptido no visto en timo

ALOANTIGENOS
MENORES

5de 16

ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD MENORES.

Son proteinas polimoérficas no codificadas en los loci MHC. El caso mas evidente son los
antigenos H-Y en donde las hembras rechazan transplantes de los machos que comparten todos
los alelos MHC. En este caso la frecuencia de presursores es mucho menor y es semejante al de la
respuesta frente a microorganismos.

o Estos antignos menores son muy smejantes a los antigenos tumorales, presentes en la
membrana de células tumorales en forma de complejos pMHC-I sobre todo.

¢ Los antigenos menores NO son reconocidos por anticuerpo.

o El reconocimiento de los antigenos menores provoca un rechazo mas lento

Es un reconocimiento de una molécula MHC-I DIRECTO, sobre las células dendriticas del
donante/injerto. Se reconocen péptidos de proteinas propias no presentes en el timo del donante.
Hay dos opciones

e Moléculas codificadas en el cromosoma Y. Las células dendriticas expresan complejo
PMHC-I en donde el péptido proviene de proteinas citoplasmicas codificadas en el
cromosoma Y. Si el huesped es mujer, esos complejos pMHC-I no estan en timo y pueden
reconocerlos con alta afinidad sobre células del donante/injerto

Moléculas citosélicas polimorficas. Es lo representado en la figura. El donante expresa un
complejo pMHC-I que no existi6 en el timo del huesped ya que el péptido proviene de una
proteina polimorfica y el donante y el receptor tienen diferentes alelos (secuencia). La
activacion T ocurre cuando el péptido enclavado en el MHC-I del donante incluye esa
region polimorfica (diferente secuencia).

Ello justifica que haya rechazo en transplantes en donde el donante y el receptor comparten
todos los alelos MHC-1 y MHC-II y no estan emparentados.
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ALO RR ECONOCIMLENTO

TNDIRECTO

CELuLR
peL DONANTE

mueren por hipoxia u
itros mecanismos

Internalizacion
Cuerpos apototlcosc é LuLA

C\)GRPoi - ﬂDﬂ.\"\' - Los linfocitos B del receptor reconocen
1 & aloantigenos HLA en lamembrana de
APopToT ops A3 P OEL cuerpos apoptéticos del donante. Los Th

reconocen en esos linfocitos B anti-HLA
alogénico complejos pMHC en donde los
péptidos provienen de los aloantigenos
HLAY se presentan en moléculas HLA-ll del
receptor

LiNFocuTO T
PEL RECEPTOR

Los linfocitos B del receptor reconocen aloantigenos HLA en la membrana de cuerpos apoptoticos que proceden de células del donante. Ls Tth reconocen en la membrana de los linfocitos B anti-
HLA alogénico complejos pMHC en donde el péptido provien de los aloantigenos HLA que se presentan en alelos MHC-II del receptor. Dependiendo de la célula del donante que nmuera los
cuerpos apoptoticos tienen o no alleos MHC-II (Si los tienen si provienen de macrofagos). Los cuerpos apoptéticos pueden presentar todas las moléculas MHC del donante o sélo algunas de ellas.
En este caso los cuerpos apoptdticos tienen en su membrana los aloantigenos A2, C7 y DR15 (vuestros compafieros representan en el dibujo cuerpos apoptoticos que resentan un unico aloantigeno o
todos ellos). Se activan Tv en sinapsis inductora con célula dendritica del huesped que presenta complejos p;HC-II no vistos en timo formados por péptidos de A2, C7 y DR15 presentados en DR2 o
DR3. Estos linfocitos Tth cooperararan con linfocitos B anti-A2, anti-C7 y anti-DR15. En la figura un linfocitos B anti-C7 reconoce C7 en un cuerpo apoptético que presenta todos los aloantigenos
HLA y por ello puede recibir cooperacion de linfocitos T anti-A2 reconocido de manera indirecta, anti-C7 reconocido de manera indirecta y anti-DR15 reconocido de manera indirecta. Es necesario
mencionar que es de manera indirecta para distinguirlos de los linfocitos T anti-A2 que reconocen este aloantigeno de manera directa (péptidos humanos en A2)

Un ejemplo

Internalizacion
cuerpo apoptético
especifica

| Receplores
antt HUC
(xeD

Internalizacion no

Ol vteceptse especifica.
Reconoce fosfolipidos 4 HC I
de cuerpo apoptético

entre otras moléculas  C4erPes apoptéticos pueden contener uno o
varios aloantigenos HLA

Esquema del reconocimiento indirecto de aloantigenos HLA. LOs cuerpos apoptoticos son internalizados de manera inespecifica (reconocimiento de fosfolipidos de membrana en cuerpo apoptético
u otras estructuras que permita el reconocimiento de cualquier cuerpo apoptdtico) pos células dendriticas y de manera especifica por parte de linfocitos B anti-HLA alogénico.

® Es posible que el cuerpo apoptotico contenga en su interior proteinas polimorficas-NO-HLA con secuencia diferente entre donante y receptor que podrian también presentarse en forma de complejospMHC-II y podrian facilitar la

cooperacion T:B al haber mas linfocitos T fh capaces de cooperar con los linfocitos B anti-HLA-alogénicos. Si estas proteinas polimorficas estuvieran presente en la membrana de un cuerpo y apoptotico y hubiera linfocitos B que
reconocieran un epitopo con secuencia diferente en esa proteina, se podrian generar anticuerpos anti-proteinas polimérficas NO-MHC. Esta posibilidad esté en investigacion.

CLASIFICACION DEL RECHAZO DEL ORGANO TRASPLANTADO

Tempo of rejection response RECHAZO HIPERAGUDO
| peofrejecion | tmetaken | chanisms of rejection

hyperacute rejection | minutes to hours preformed anti-donor antibodies

acute rejection days to weeks activation of alloreactive T cells

chronic rejection months to years | slow cellular response, response of

organ to injury, unknown causes

© Elsevier. Male et al.: Immunology 7e - www.studentconsult.com

Hay tres tipos de rechazo clinico. Aqui estan sus caracteristicas. P
ATENCION: En el rechazo agudo también puede jugar un papel los anticerpos anti-HLA )
generados tras la cooperacion T:B.

Rechazo hiperagudo, debido a existencia anticuerpos preexistente. Pueden ser especificos frente
a:

e Grupo sanguineos. Las células endoteliales expresan grupos sanguineos. Por ello si el
huesped tiene anticuerpos (isohemaglutininas) contra los grupos sanguineos del donante se
produce la activacion del complemento, reclutamiento de neutréfilos, daiio endotelial,
coagulacion y necrosis del drgano transplantado. Los antignos Rh no se expresa en
endotelio, por lo que no se suele tener en cuenta.

e Anticuerpos anti-HLA preformados (existentes) antes del trrasplante. Embarazos o
transplantes previos pueden producir la generacion de anticuerpos anti-HLA-I o anti-HLA-
11. Es la situacion recogida en la figura, ya que el anticuerpo es de isotipo IgG. Estos
individus se denominan sensibilizados o hipersensibilizados. Por ello es fundamental en
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algunos trasplantes (rifion) realizar una PRUEBA CRUZADA, en donde el suero del
huesped se anade a células del donante en presencia de complemento y se aprecia in vitro
antes de realizar el transplante si existen o no estos anticuerpos anti HLA del donante. Es
algo parecido a lo desarrollado enla practica-HLA-I pero a las células del donante se afiade
el suero del receptor para saber si teien anticuerpos preformados contra los alelos HLA del
donante. Lo ideal es utilizar linfocitos B ya que estos linfocitos

%ﬁo del veceptor \/&50 del danaute En este dibujo el recpptor es del grupo sanguineo A y tiene en su sangre anticuerpos anti-B. El
= = = = & had = = = = == donante es del grupo sanguineo B y tiene anticuerpos anti-A.
& "4 (=3 Y Y ™ Y o Hay que resaltar que los grupos sanguineos A y B se expresan en hematies y en Células
b4 endoteliales, ademas de en otros tejidos.

= = = = = - - - - - o Si se trasplanata un rifion, el endotelio del 6rgano trasplatado es del donante y por tanto

\/ expresa en su membran los glicidos que forman el grupo B. Al trasplantar se lava el

tas realizar el 'h‘o:sp\ani'e organso y se elimina la sangre del 6rgano trasplantado, por ello en esta situacion los

Endotelo del érgano trasplantado anticuerpos anti-A del donante NO JUEGAN NINGUN PAPEL.
£ e e -— -

Al ligar en la cirugia los vasos sanguineos de donante y receptor, la sangre del donante que
contiene anticuerpos anti grupo B comiens a fluir y los anticuerpos anti B preformados de
& & & & isotipo IgM (ese heho NO esta representado en la figura) se unen al grupo sanguineo B en
la membrana de la célula endotelial del drgano trasplantado, se activa el complemento por
via clasica, se forman anafilatoxinas que reclutan neutréfilos y les hacensecretar enzimas
- am - - - que dafan el endotelio activiiandose la cascada de la coagulacion. La consecuencia de este
proceso es la formacion de trombos y la necrosis del drgano trasplantado en pocas horas
Andi . . (Rechazo hiperagudo)
o Andigeno A Y Ankioverpo anti-A Este rechazo hiperagudo puedde aparecer en RETRASPLANTES, en donde el receptror ha
"{'/96”0 B Adctiverpo cuti-B rechazado un 6rgano, se ha sensibilizado y tiene anticuepos preformados anti-HLA que
pueden unirse a los alelos HLA del donante presente en células endoteliales

Rechazo Agudo. Intervienen linfocitos T efectores y Anticuerpos que reconocen aloantigenos generados por el donante (en huesped contra injerto). Rechazo agudo celular: Los linfocitos T CD8+
efectores parecen jugar el papel mas importante al reconocer aloantigenos sobre todo células epiteliales (parénquima). Sin embargo las citoquinas secretadas por linfocitos T CD4+ del
receptor/huesped al reconocer macréfagos del donante/injerto pueden jugar también un papel relevante. Rechazo agudo humoral: En este caso los anticuerpos anti-HLA alogénico juegan el papel
mas importante. Parece que estos anticuerpos se unen a células endoteliales inflamatorias, que pueden expresar MHC-II. Este tipo de rechazo agudo fue considerado mucho menos frecuente que el
agudo celular, sin embargo esta cobrando importancia conceptual al ser rechazos que son resistentes al tratamiento inmunosupresor. Rechazo Agudo Mixto: Participan tanto anticuerpos como
linfocitos T efectores.

Rechazo crénico. Se produce una hiperplasia de la intima de los vasos del 6rgano trasplantado, que conduce a una disminucion de su grosor , una mala irrigacion del 6rgano trasplantado y una
progresiva perdida de su funcion. Es el problema MAS IMPORTANTE al que se enfrentan ahora la inmunologia del trasplante, impedir este rechazo crénico, por ahora inevitable. No se conocen
bien sus causas, especulandose con la posibilidad de que los anticuerpos anti-HLA jueguen un papel relevante.

Ante la sospecha de un rechazo agudo por generacién de anticuerpos anti-HLA del donante debe hacerse una prueba cruzada (deteccion de anticuerpos en el suero del receptor que se unen a la membrana de las células del donante).
Se puede hacer por citoxicidad mediada por complemento, al afiadir en pocillos de terasaki a células del donante suero del receptor, afiadirle comlemento y mirar viabilidad (Practica-I-HLA). Actualmente se utiliza la citometria dado que

se venden una bolas (que simulan células) que tienen unidas diferentes alelos MHC de clase I y clase II (un tinico alelo en cada bola) y se puede poner de manifiesto si el receptor tiene o no en suero anticuerpos contra las moléculas
alogénicas HLA del donante, que siempre estan en baja concentracién dado que la mayoria estin unidas a la membrana de las células del donante en los drganos trasplantados.
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DSA
(donor
specific
antibodies)

Los anticuerpos anti-HLA no son faciles de detectar dado que se unen a las células del donante (Absorcion). Es parecido a lo que ocurre en infecciones cronicas de virus que inducen viremia, pero
no podemos hablar de formacién de inmunocomplejos dado que la molécula HLA-alogénica esta en la membran de células presentes en tejidos.

En esta figura a los anticuerpos anti-HLA alogénico se les denomina DSA (donor specific antibodies) y hasta que no se logra una muy alta concentracion de anticuerpos anti-HLA alogénico no son
faciles de detectar en los ensayos sefialados (microcitotoxicidad mediada por anticuerpos o citometria de flujo)

El reconocimiento de aloantigenos HLA por linfocitos T y B es un proceso inevitable, y en ausencia de tratamiento inmunosupresor no se podria relizar esta intervencion terapéutica. Ciclosporina es
un farmaco inmunosupresor de una enorme relevancia. En esta grafica se muestra la supervivencia a los cinco afios de transplantes de corazon antes y después de la disponibilidad de ciclosporina A.
Qué conclusion se puede extraer?

Esta grafica aporta dos informaciones muy relevantes. En primer lugar la supervivencia a un afio (eje Y de la izquierda). La supervivencia del trasplante al afio de la intervencion (no se rechaza
(pierde) en el primer afio) ha aumentado de una manera muy importante desde el afio 1975, siendo actualmente superior al 90%. Los modernos farmacos inmunosupresres son los responsables de
este fenomeno

Sin embargo NO ha mejorado desde el afio 1975 el tiempo que sobrevive un transpalnte cuando no se ha rechazado en el primer afio (half live after 1 year, eje Y de la derecha). Mas del 50% de los
transplantes se rechazan cronicamente y no sobreviven mas de 10 aflos, lo que hace necesario re-transplantar, lo que no es facil dada la dificultad en la obtencion de donantes y la generacion de
anticuerpos y linfocitos Tm y Tefectores que dan reaccion cruzada con otros aloantigenos no presentes en el 6rgano rechazado.Todavia no hay un tratamiento adecuado para evitar la aparicion de
este rechazo cronico, aunque parece disminuir su frecuencia cuanto mayor grado de compatibilidad hay entre donate y receptor y el menor tiempo de anoxia del 6rgano trasplantado.

EFECTO DEL PERIODO DE ANOXIA

Tal y como hemos desarrollado la activacion de linfocitos T virgenes requiere la realizacion de
una sinapsis efectora con iuna célula dendritica MADURA. Parece que la anoxia del 6rgano
trasplantado tras su extraccion del donante hace madurar a céllas dendriticas. Por ello los
trasplantes entre vivos, en donde el donante y el receptor estan en quiréfanos contiguos, tenga
mucho menor pronostico que los provenientes de cadaveres, en donde la extraccion y la insercion
no es simultanea y el 6rgano puede ser trasladado incluso de ciudad.

Estos problemas seran tratados a lo largo de la carrera en diferentes asignaturas.

En esta serie se mide la supervivencia de rifiones de cadaver a los cinco afios.
Terminologia:

* Identidades. Numero de alelos de clase I y II compartidos por donante y huesped
o Falta de identidad (Diferencia, en inglés mismatch). Numero de alelos NO compartidos
entre donante y huesped

Como se aprecia en la grafica, aun en presencia de inmunosupresores, a mayor compatibilidad
HLA (mayor niimero de alelos compartidos) mayor supervivencia del trasplante. Es por ello por
lo que los donantes y receptores de trasplante se tipan (se determinan los alelos MHC) y se
trasplanta al receptor con mayor numero de identidades (se pospone rechazo cronico). Sin
embargo la introduccionde nuevos farmacos hace que estos resultados vayan cambiando.
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ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA
HUESPED

RESPUESTA HUESPED CONTRA INJERTO
Impide que prenda el trasplante (destruccién
células madre hematopoyéticas trasplantadas

Tal y como ya hemos visto en una clase anterior, hay situaciones (inmunodeficiencias y tumores)
que pueden tratarse mediante la inoculacion de células madres hematopoyéticas que se
encuentran en médula 6sea, aunque también se pueden movilizar a sangre por lo que ya NO es
necesario extraer médula 0sea de los donantes. Sin embargo este transplante tiene el riesgo de
presentar un cuadro denominado injerto contra huesped (GVHD)
Células de cordén umbilical en transplante de progenitores h topoyéticas. Son una a
nueva fuente de células progenitoras, que aparentemente son menos susceptibles de ser
reconocidas y destruidas por células T o NK del receptor y que por carecer de linfocitos T, no
generan enfermedad de injerto contra huesped.

RECOMENDACION: Hacerse donantes de células madre hematopoyéticas. Para ello basta
con acudir al Centro de Hemodonacion, situado al lado del Hospital Reina Sofia. Sélo es
necesario extraer una pequeiia cantidad de sangre, necesaria para tipar los alelos HLA de
clase Iy Il 'y asi introducir los datos en una bas de datos y poder ser llamado/a en caso de
que exista un posible receptor compatible, cyua vida depende de si existe o no un donante
adecuado dispuesto a cederle células madre hematopoyéticas.

En esta figura se muestra como la célula responsable del desarrollo de GVHD son los linfocitos T
del donante presentes en médula 6sea (Tv y Tm) que migran a ganglio linfatico y reconocen
aloantigenos en las células dendriticas del receptor. La tltima celda de esa figura es una
situacion hipotética que no se puede dar in vivo ya que no se pueden eliminar las células
dendriticas de una animal, pero que realza la importancia de las células dendriticas como célula
que activa la enfermedad de injerto contra huesped

Trasplante de progenitores

hematopoyéticos a paciente con

un tumor que ha sido radiado

y tratado con quimioterapia

anti-tumoral. Destruccion células
A hematopoyéticas del receptor

En tratamiento puede no
eliminar todo el tumor

Células NK del donante

ald pueden destruir células

L tumorales del Receptor
(Injerto contra tumor)

Se caracteriza por un cuadro clinico endonde se afectan sobre todo piel, higado y tracto
gastroitestinal, pudiendo ser tan grave que conduzca a la muerte del paciente

o El que la respuesta sea sobre todo en piel y tracto gastrointestinal puede estar realionado
con el efecto de la radiacion que se utiliza previo al transplante en numerosas ocasiones
(tumores, como inductor de inmunosupresion) y que permite el paso de flora microbiana a
ldmina propia, lo que induce la maduracion de células dendriticas.

o Esta situacion también puede aparecer en transfusiones a personas inmunodeficientes, en
donde los linfocitos T presentes en sangre no son eliminados por los linfocitos del receptor
y pueden provocar GVHD.

Aqui se demuestra como la célula efectora de la enfermedad injerto contra huesped son los
linfocitos T del donante presentes en médula 6sea. Una posible solucion seria eliminar de MO
los linfocitos T maduros, por ejemplo con anti-CD3 caundo se ha extraido la médula y la
tenemos en un tubo de ensayo o en una placa. Ello provocaria la ausencia de GVHD y la
aparicion de linfocitos T y B del donante a partir de la diferenciacion de la célula madre
hematopoyética (celda central). Sin embargo esta estrategia tiene el peligro de que los linfocitos T
del receptor (en azul) y las células NK (no mostrado) reconozcan aloantigenos (o la ausencia de
HLA propio en caso de NK) en las célula madre del donante y la destruya, impidiendo la
reconstitucion del sistema inmune (rechazo del transplante y ésto no prende). Ello NO supone un
peligro si el receptor es inmunodeficiente en linfocitos T (inmunodeficiencia combinada severa
por ejemplo)

CONTROVERSIAS Y FUTURO.

Cuanto mayor es la compatibilidad HLA (ausencia de incompatibilidades o mismatch) en loci de
clase I y de clase II mejor es la supervivencia, al haber una menor respuesta inmune. Estos datos
son en presencia de inmunosupresion. La compatibilidad HLA en el transplante de médula 6sea
tiene mucha mayor importancia que en el transplante de 6rganos solidos (rifion, higado, etc). Por
ello los donantes voluntarios (Fundacion Carreras) entran en una base de datos internacional
Los farmacos inmunosupresores permiten la realizacion de transplante entre familiares que
comparten un haplotipo (haploidénticos) . Un tema controvertido es si las células NK participan o
no en el rechazo de transplantes. Como vimos las células NK deben reconocer alguna molécula a
través de receptores activadores o KAR. Es dudoso que estos ligando de KAR se expresen en
células epiteliales del transplante. Sin embargo una posible excepcion es el transpl. de

¢lulas progenitoras h topoyéticas, que si parecen poseer estos ligandos de KAR, y por tanto
podrian ser destruidas por células NK del huesped si sus KIR no reconozcan ningtn alelo MHC-I
en la célula transplantada, sobre todo alelos HLA-C.

b in
which the only | |Penor hematopeitic cells| | cells and leukemia cells
one of the two inhibitory il can only inhibit some
HLA-C ligands of the donor donor NK cells
Donor
B62 Cwl A3
1
? w2 infibition
B35 Cwe A2
:
3
B4 Cwt A2
Recipient

Figuee 12.45 The Immune System, e {0 Garland Science 2005)

Las células NK reconocen la ausencia de lo propio. En infecciones virales reconocen la
PERDIDA de moléculas MHC-I inducidos por la infeccion viral. En el trasplante, las células NK
reconocen la AUSENCIA de alelos MHC-I reconocidos por sus KIR. En este caso las células NK
del donante de MO reconoce células tumorales del receptor, colaborando en una reaccion
beneficiosa para el receptor que se llama injerto contra tumor. Recordar que NO todas las
células NK expresan los mismos KIR

DIFERENCIAS ENTRE EL RECONOCIMIENTO DE MOLECULAS HLA POR LINFOCITOS T'Y CELULAS NK

Reconocimiento HLA-A o

HLA-B

Reconocimiento HLA-C Reconocimiento HLA-E

Linfocitos T virgenes/efectores/memoria

En forma de complejo pMHC |En forma de complejo pMHC.

No hay linfocitos T anti-

Menos relevante que Loci A y B HLA-E

Receptores inhibidores (KIR) de células NK
Reconocimiento promiscuo (mismo KIR muchos alelos).
Cada célula NK expresa solo 1 o 2 KIR. Por ejemplo si un paciente tiene

péptido.

No parece interaccionar con

No frecuente HLA-A

No reconoce péptido

e KIR 2DL1:HLA-C grupo 2 (Cw2, Cw4, CwS5, CD94/NKg2A:HLA-E
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genes de KIR2DL3 y e KIR2DL1, las células NK no expresan ambos. Unas
células NK expresan KIR2DL3 y otras solo KIR2DL1.

3DLI: Bw4
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Cwo6; Asp77,Lys80 )
e KIR 2DL2/3 HLA-C grupo 1 (Cwl, Cw3, Cw7,
Cw8; Ser77, Asn80)

Table 16,1, HEA-class [ allele specificiry of the main KIR expressed by husan NK celly
KIR genes. Encoded protein HLA specificity
1. KIR 2DLI PS8.1 receptor HLA-C group 2
(-Cw2, -Cwd, -Cw5, -Cwt)
(AsnTT, LysSOp
2 KIR 2DL22 PS8.2 receplor HLA-C growp |
-Cwl, -Cwd, -Cw7, -CwE)
(8erT7, Asni0)
3 KIR IDLI PFIWNKBI receptor all Bwd alleles
fe.g. HLA-B2T)
4, KIR 3DL2 P140 recepor HLA:A3 and Al alleles
Eoch KIR comprises one o six alleles, which differ by 1-9 nucleotide substitutions

(Ulwberg o af.. 1997). KIR 2D refer o recepior molecules with two Tglike a domainy
wheress KIR 3D refer 1o those displaying 3 Ig-like domains. Receptors having a long
(inhibitory) cytoplasmic tail are designated as L (long), whereas those having an
activating shoe tail are rermed S,

# Note that the twe groups of HLA-C alleles can be distinguished on the basis of
alternative aminoacid sequence motil at position 77 and 80 of the o | belix. Site-dinecied
Inatagenesis unequivocally demonstrated that these residues are erucial for KIR-medisted
recognition,

N B, Additional KIR genes are KIR2DIA that codes for an HLA-G specific receptor, and

Las células NK de un individuo no son todas idénticas entre si. En el genoma humano existen
varias moléculas KIR, y las células NK expresan normalmente UNO de ellos, sin expresar los
otros. SIEMPRE las células NK expresan un KIR que reconozca HLA propio,

En la figura se refleja este hecho. Hay dos células NK que han elegido transcribir diferentes genes
KIR (KIR2DL1 o KIR2DL3). Sin embargo ninguna de las dos poblaciones de células NK pueden
matar células propias ya que ambos KIR reconocen moléculas HLA-C distintas, pero expresadas
por el paciente (Cw2 o Cw1 respectivamente, con expresion co-dominante, celda central de la
figura).

En el trasplante de células alogénicas pueden activarse células NK del receptor cuyos KIR no
interaccionen con ligandos adecuados en células del donante (no mostrada en esta grafica).
También las células NK del donante pueden ayudar a eliminar células tumorales del receptor. En
la grafica la célula NK del donante que expresa KIR2DL3(2/3) no puede interaccionar ni con Cw2
ni con Cw4 del receptor (celda de la derecha), y destruiria las células tumorales residuales del
receptor/huesped (injerto contra tumor).

various genes which code for activating receplons (including PSD.I/KIRZDST,

Participacion NK del receptor en rechazo de 6rganos solidos.

Es un tema debatido si las células de 6rganos solidos tienen liganos de receptores activadores. Sin
embargo académicamente es interesante conocer como funcionaria.

En el ejemplo expuesto en la figura de la derecha el receptor expresa Cw2 y Cw4. Por ello Todas
las células NK expresaran el receptor KIR2DL1 (para sobrevivir necesitan expresar un KIR que
reconozca alelos HLA-C propios) (este hecho NO aparece en la figura). Esas células NK NO
podran matar las células del donante ya que el donante posee ligandos de KIR2DL1, Cw2. Por
ello aunque el donante exprese el alelo Cw1, ello NO hace a estas células susceptibles a ser
matadas por células NK del receptor dado que en las células del donante NO hay pérdida de lo
propio (expresa Cw2, uno de los ligandos de KIR2DL1) y las células NK existentes se inhiben por
la interaccion KIR2DL1:Cw?2. El aloantigeno HLA Cw1 del donante sera reconocido de maner
directa por linfocitos T CD8+ del receptor anti-Cw1, ya que no ha sido vista en timo del receptor

PARTCIPACION DE LAS NK EN EL RECHAZO
/DEHD.ufe

RErErTORES) o = UEANDAS ]

Grupo Alelos (de cada grupo)
Kieaow 4 KIR2DL1 HLA-C2 Cw2, Cwd, Cw5, Cwé,
1 w1 Asn7T. Lys80
Cw KIRZDL3 HLA-C1 Cwi, Cw3, CwT, Cw8,
Ser7v, Asndo
Kir1ou3

Donante, Cw2, Cwl LISIS
?\ Receptor Cw2, Cw7 $ Ausencia de
‘Rer_e Mo lisis . rHecep‘fD( Cw1(3,7.8)
Dos problemas diferentes con dos Mo mata ya ejus recanace
MP‘}W combinaciones de alelos HLA-C Cw2 y Cwé) (P\ i
entre donante y receptor eceptor

Donante Cw2, (w 4
Receptor Cw2, Cw 7
Lisis por NK que expresa KIR2DL3

Mata ya que ne
tiene ligandos en
célula donante

Ejemplo extraido de un TAD en donde se aprecia como las células NK del receptor pueden colaborar en el rechazo del trasplante de células madres hematopoyéticas. A diferencia de otras células, las
células madre hematopoyéticas expresan ligandos de receptores activadores de células NK y por ello las células Nk pueden destruirla. En La figura se plantean dos situaciones de trasplante de
progenitores. En la celada de la izquierda las células NK del receptor no pueden matar las células del donante aunque hay diferncias enlos alelos HLA-C expresados entre donante y receptor. En la
celda de la derecha si puede haber rechazzo por parte de células NK KIR2DL3 positivas del receptor.

Reconocimiento directo de aloantigenos NO-HLA (antigenos menores) en alelos HLA |Reconocimiento indirecto de aloantigenos NO-HLA (antigenos menores) en alelos HLA de clase
de clase I compartidos entre donante y receptor il

Sinapsis inductora Sinapsis efectora Sinapsis inductora Sinapsis efectora

T Células dendriticas del donante

CD8+ |Generacion T CD8+ anti-aloantigenos-NO-
HLA presentes en citoplasma o via exocitica
en alelos MHC-I compartidos

Células epiteliales del donante.
También macrofagos o linfocitos B del
donante.

Destruccion células del donante

T Células dendriticas del donante Macréfagos del donante.
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CD4+ |Generacion T CD4+ anti-aloantigenos-NO-
HLA presentes en via exocitica en alelos
MHC-II compartidos

Linf B del donante si estuvieran en el
transplante

Generacion Inflamacion (por secrecion
de interleucinas) y tal vez respuesta
anticuerpos policlonal

Células dendriticas del receptor que han fagocitado
cuerpos apoptoticos / exosomas de células del donante
Generacion linfocitos T CD4+ efectores del receptor que
reconocen péptidos de aloantigenos-NO-HLA del
donante/injerto presentado en MHC-II del receptor

Linfocitos B del receptor que ha
reconocido HLA-alogénico.

Macréfagos del receptor que
endociten remanetes celulares
(cuerpos apoptoticos) del donante.

Generacion de Ac especificos contra
HLA alogénico e Inflamacion

receptor (Por ejemplo HLA-B7)

Reconocimiento de antigenos menores: omplejo pMHC en donde el péptido proviene de una proteina humana del donante que tiene alelos y en donde las células del donante (dendriticas
y resto) expresan cmplejos pMHC-I no presentes en timo del receptor pero en donde el péptido no presente en timo del receptor se enclava en alelos compartidos entre donante y

Especificidad

Complejo pMHC antigénica

Frecuencia de linfocitos T antigeno
especificos

Tipo de respuesta

Reconocimiento de un
microorganismo por linfocitos T
(proteina gp120 de VIH por
ejemplo)

Péptidos de la proteina
citoplasmica viral gp120 en |Anti-gp120
el alelo propio HLA-B27

1:50.000 aproximadamente

expresados por paciente)

Policlonal. Cada clon de linfocitos T reconoce péptidos
diferentes de gp120 enclavados en los alelos MHC
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Reconocimiento Directo de
antigenos menores, complejos
pMHC-I con péptidos de alelos-no-
MHC humanos en MHC del receptor
compartidos con donante

Péptidos de proteinas
humanas con alelos o no
presentes en timo
enclavados en HLA-B7

Monoclonal si son alelos de una proteina humana
Policlonal si son proteinas no expresadas en timo, por
ejemplo antigenos codificados en cromosoma Y.

Anti-proteina de la que

. . 1:50.000 aproximadamente
proviene el péptido

NO existen, ya que
linfocitos B NO reconcoen
péptidos enclavados en
pMHC.

NO existen, ya que
linfocitos B NO
reconcoen péptidos
enclavados en pMHC.

Reconocimiento por linfocitos B de
antigenos menores enclavados en
MHC-1

NO existen, ya que linfocitos B NO
reconoCen péptidos enclavados en
pMHC.

NO existen, ya que linfocitos B NO reconcoen péptidos
enclavados en pMHC.

INMUNOLOGIA TUMORAL

22" Genes "drivers"

En ingles se llaman Genes Drivers, responsables de transformacioén tumoral

La transformacion tumorales progresiva. Hasta que aparecen células con capacidad de producir metastasis se necesita la acumulacion de mutaciones o alteraciones en regiones reguladoras. Se
suelen perder genes supresores y se activan protooncogenesque favorecen proliferacion. Cada modificacion de este tipo aumenta la capacidad de proliferacion y aumenta su capacidad de invasion
(malignidad). En este caso los adenomas son tumores no invasivos (benignos), mientras que los carcinomas son tumores malignos, también denominadas neoplasias o canceres.

Lo relevante de esta grafica es que MUY pocas mutaciones o pérdida de genes anti-tumorales inducen transformacion. Por ello los tumores SON muy parecidos a células normales, MUY pocas
proteinas citoplasmicas estan mutadas y por ello HAY MUY POCAS PROBABILIDADES de que un tumor sea reconocido como extrafio por el reconocimiento de las denominadas mutaciones de
genes "drivers", que sonlos responsables de la aparicion de tumores. Ello justifica que algunos tumores NO tienen infiltrado inflamatorio y son IGNORADOS por el sistema inmune.

Genes pasajeros: Genes que mutan en células tumorales pero que
la mutacioén no es responsable de la transformacién tumoral, sino
consecuencia de la inestabilidad genémica de tumores

Diferentes tumores tienen diferente inestabilidad gendmica
y con ello diferente cantidad de mutaciones en los tumores-

Estas proteinas mutadas pueden presentarse en forma de complejos pMHC-|
en la célula tumoral o MHC-II en dendriticas y macréfagos que fagociten
cuerpos apoptoéticos de las células tumorales

Cuanto mayor numero de mutaciones, mayor nimero de linfocitos T antitumorales
que pueden optimizar funciones anti-tumorales con inmunoterapia

Sin embargo, los tumores desarrollan mecanismos para tolerar alteraciones en el DNA y sobrevivir. Ello hace que aparezca lo que se denomina INESTABILIDAD GENOMICA, que facilita la
aparicion de mutaciones en GENES NO IMPLICADOS EN LA TRANSFORMACION TUNORAL (los denominados genes mutados "passanger”pasajeros). Ademas hay tumores que aparecen por
la exposicion a carcindgenos, como tabaco o radiaciones ultravioletas. Actualmente los tumores se dividen en grupos n funcion de la cantidad de mutaciones que presentan. Los tumores que

presentan un mayor nimero demutaciones son susceptibles de de tratarse con inmunoterapia (Tema-18) ya que hay linfocitos T que pueden reconocer estas mutaciones en forma de cmpljos pMHC-1
no vistos en timo.

g QU M Mecanismos por los que células
. T antitumorales pueden reconocer

péptidos -
una célula como tumoral

mutados

sobreexpresion

expresion genes
silenciados

Esta figura muestra como la respuesta contra tumores recae sobre todo en el reconocimiento por

Antigenos tumorales reconocidos en humanos. En ella se aprecia como sélo el primer grupo de
parte de linfocitos T CD8+ que requieren colaboracion de linfocitos T CD4+. Los linfocitos T

genes estan mutados. En el resto hay una alteracion en el grado de expresion de proteinas

11de 16

CD8+ antitumorales reconocen complejos pMHC en donde el péptido es:

- Péptido no presente en timo al provenir de una proteina mutada (oncogen o gen supresor
(genes drivers o responsables de la transformacion tumoral) o genes mutados que no
intervienen en malignizacion por inestabilidad genomica del tumor (genes pasajeros). En ambas
situaciones se generan NEOANTIGENOS que pueden ser reconocidos por linfocitos T del
paciente dado que esas proteinas no estan mutadas en timo, solo en el tumor (proteinas con
asterisco)

- Péptido proveniente de una proteina que solo esta presente durante desarrollo embrionario y por
ello no presente en timo adulto, pero que se expresa por células tumorales. (proteinas roja
segunda vifieta). No parece muy importante

propias; germinales, de diferenciacion de melanocitos, de modificaciones postranscripcionales
(glicosilacon), etc. En esta Tabla NO SE REPRESENTAN los neoantigenos formados por

mutaciones en genes pasajeros, que ahora se considera que son los mas importantes en la
respuesta antitumoral ya que puede ser en prncipio cualquier proteina

* Antigenos especificos de tumor (neoantignos): Genes mutados (CDK-4, beta-catenina,
caspasa-8), idiotipos en tumores linfoides. Son propios de cada tumor y diferentes entre
individuos que expresen el mismo tumor. Su

* Antigenos asociados a tumor: Suelen estar expresados en diferentes pacientes con un
mismo tumor (por ejemplo melanoma) y pueden ser dianas terapéuticas. Si se expresan en
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- Péptido de una proteina que esta sobre-expresada en el tumor. En timo y tejidos , el nimero de
complejos pMHC en que el péptido proviene de estas proteinas es muy bajo debido a su baja
expresion, por lo que los timocitos y linfocitos T "ignoran" ese complejo pMHC. Los linfocitos T
autorreactivos solo reconocen ese complejo pMHC en tumores en donde se sobre-expresa la
proteina.. (Proteina verde tercera viiieta)

Sinapsis inductora

neoantigenos

Los antigenos tumorales pueden asimilarse a antigenos menores de histocompatibilidad. El
nimero de plejos pMHC cap de serr idos por linfocitos T es muy bajo, dado
que como hemos visto el cancer de colon solo implica 4 genes drivers mutados o alterados. Ello
dificulta enor te la respuesta i anti-tumoral. Los tumores con inestabilidad
genémica son mucho mis ficil de detectar dado que se generan mucas mutaciones en la
division de estas células tumorales (neoantigenos acompaiiantes)

En este acaso debe considerar que la figura de la derecha es una célula tumoral en la que una
proteina ha mutado (color azul), generandose péptidos que sélo estan en células tumorales y que
NO estan en timo (neoantigenos). Por ello se puede despertar una respuesta inmune contra estas
proteinas especificas de tumor mutadas, pero son pocas células las que lo pueden hacer.

* Hay tumores que expresan muchos neoantigenos porque estan sometidos a agentes
mutagénicos de manera prolongada. Dos ejemplos son tumores de pulmon (tabaco) o
melanoma (radiacion ultravioleta)

indirecta y
cruzada
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la membrana del tumor, se pueden utilizar anticuerpos para intentar su destruccion por
activacion del complemento, fagocitosis 0 ADCC.
o Expresion genes no expresados en células no tumorales de alguna de los cuales se ha
generado el tumor (MAGE-1 y MAGE-2, HER-2neu, Wilms tumor,).
o Modificacion transcripcional con formacion de péptidos propios modificados,
* Oncogenes virales. Suelen ser reconocidos por linfocitos T anti-virales.

Sinapsis efectora

DIFICULTADES EN GENERACION CD8+ ANTI-TUMORALES

Como las células dendriticas no son tumorales, los linfocitos T CD8+ anti-tumorales deben
reconocer los antigenos tumorales sobre células dendriticas maduras que hayan realizado la
presentacion cruzada del antigeno tumoral. Ello es DIFICIL, dado que los antigenos tumorales
NO tienen PAMPs (son proteinas propias) y por ello las células dendriticas residentes en tejidos
donde haya un tumor no maduran y no son capaces de activar T CD8+ virgenes anti-neoantigenos.
La presentacion cruzada puede ocurrir si las células tumorales murieran por apoptosis, lo que
ocurre a veces tal y como se muestra en la figura inferior y se liberan DAMPs que inducen la
maduracion de dendriticas (muerte tumoral inflamatoria). Ello abre posibilidades terapéuticas.

Aqui se representa el proceso de una manera mas detallada dado que se muestra la forma de
adquisicion del antigeno tumoral de una célula tumoral que estd muriendo. También refleja la
relevancia que puede tener la activacion de linfocitos T CD4+ que reconocen antigenos tumorales
por presentacion indirecta y que capacitan a la célula dendritica del paciente. Estos linfocitos T
CD4+ ademas de facilitar la diferenciacion de linfocitos T CD8+ anti-tumorales podran secretar
interleucinas que recluten células del sistema inmune innato y especifico (CD8+ efectoras)

Esta figura representa las etapas de la respuesta antitumoral

. Las células tumorales mueren por apoptosis (Reconocimiento por células NK, falta de
oxigeno, etc) y se forman cuerpos apoptéticos que contienen neoantigenos. y liberan
DAMPs

. Las células dendriticas que maduran por las DAMPs liberados internalizan los cuerpos
apoptoticos, hacen PRESENTACION CRUZADA y presentacion indirecta y expresa
complejos pMHC-I 'y pMHC-II nopresentes en timo, micjgrando a érganos linfocides
secundarios

. Se produce la sinapsis inductora con linfocitos T CD8+ y T CD4+ antitumorales. Como las
células tumoraales no expresan MHC-II, la funcion de los linfocitos T CD4+ antitumorales
parece que se centra en la capacitaci'n de dendriticas y generacion de linfocitos T CD8+
anti-tumorales. Se especula si esta capacitacion puede inducir resistencia a convertirse en T
CD8+ exhaustos

. Los linfocitos T CD8+ anti-tumorales abandonan los 6rganos linfoides

. Los linfocitos T CD8+ antivirales infiltran el tumor. Desgraciadamente ello no siempre

ocurre, existiendo los denominados tumores frios que no contienen linfocitos T anti-

tumorales

Sinapsis efectora entre los T CD8+ anti-tumorales y las células tumorales

. Destruccion de la célula tumoral y nueva genracion de cuerpos apoptéticos que pueden ser
internalizados por dendriticas.
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Aqui queda reflejado puntos esenciales del reconocimiento de tumores por linfocitos T CD8+
efectores:

® Son reconocidos por linfocitos T CD8+ dado que la mayoria de los antigenos tumorales son
citoplasmicos
e Tal y como se expreso previamente los péptidos enclavados en MHC-I provienen de
o Proteinas no implicadas en la transformacion tunoral pero que ocurren por tener los
tumores inestabilidad genomica (permisividad a mutaciones, neoantigenos
acompaiiantes, que pueden ser muy numerosos en ciertos tumores)
o Proteinas implicadas en la transformacion tumoral. Son proto-oncogenes o genes
supresores mutados (genes drivers, bajo numero).
o Proteinas no mutadas expresadas en mayor cantidad en células tumorales lo que
permite que se expresen en forma de complejos pMHC-I
o Los tumores inducidos por virus son especialmente inmunogénicos dado que las
células tumorales expresan proteinas virales no-propias.

En el momento actual se considerra que el reconocimiento mas importante es el de neoantigenos provenientes de mutaciones en genes pasajeros (no relacionados con la transformacion tunoral)-
Como se aprecia los tumores con una mayor cantidad de neoantigenos tienen una supervivencia mayor, sobre todo cuando se instaaura inmunoterapia con los anticuerpos que bloquean las sefiales de

receptores inhibidores (tratamiento anti-check-point)

Consecuencia diferente en
reconocimiento tumor por.NK'o T.

L\7 7 AETIUA e Sgiong
Célula NK Célula NK
Las células NK pueden reconocer y destruir células tumorales por la expresion de proteinas de

estrés, si bien no se conoce con detalle si se produce esa expresion y si es superior a las sefiales
negativas transmitidas por los receptores inhibidores.

Los tumores pueden perder la expresién de moléculas MHC-I por la presion selectiva de linfocitos |por tanto no tienen linfocitos T alfa,beta pero si células NK. Se utilizan en la gréfica como control

T. En ese caso, los recptores KIR dejan de transmitir sefiales inhiboras y es més probable que las
células NK puedan matar las células tumorales. Por el contrario los linfocitos T CD8+
antitumorales dejarian de reconocer a la célula tumoral.

Globalmente la pérdida de molécuas MHC-I paree benficiar al tumor (figura de la celda de la
derecha)

Perder antigenos MHC-I beneficia al tumor. Los ratones nude son ratones que no tienen timo y

de que ocurre en el desarrollo tumoral en ausencia de linfocitos T alfa,beta. Como se aprecia
durante el crecimiento tumoral se seleccionan variantes que pierden las moléculas MHC-I. Ello
conduce a una pérdida del reconocimiento por parte de linfocitos T, pero ello conduce al aumento
de reconocimiento por parte de células NK (columna central de la grafica).. Sin embargo las
células NK NO son capaces de eliminar eldesrrollo tumoral, aunque si atenuan su crecimiento.
Ello pone de relieve que la pérdida de MHC-I es ventajosa para el tumor.

Sin embargolas células tumorales también desarrollan estrategias que impiden o dificultan el
reconocimiento y eliminacion por parte del sistema inmune.

» No formacion de complejos pMHC en la membrana citoplasmica de células tumorales no
presentes en timo. Pocos antigenos tumorales son capaces de ser reconocidos. Mutan muy
pocos genes driver (probablemente menos de 10).

¢ No maduracion células dendriticas ni expresion de moléculas co-estimuladoras. El aumento
de expresion de proteinas propias en una célula epitelial no induce la activacion linfocitos T
virgenes. Se necesita presentacion cruzada por células dendriticas maduras y presentacion
indirecta para la capacitacion de estas células dendriticas.

¢ Los tumores no inducen maduracion células endriticas al no haber PAMP

o Las células tumorales son capaces de secretar interleucinas inhibidoras de la activacion T
(TGF-beta). MUY IMPORTANTE. También facilitan la generacion de células del sistema
inmune innato que secretan interleuquinas anti-inflamatorias (macrofagos asociados a
tumor, células MDSC ( Myeloid-derived supressor cells)), que tienen un efecto anti-
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Actualmente se le estd dando mucha importancia al microambiente tumoral, que tiene en cuenta
las células hematopoyéticas que estan cerca del tumor. Se especula como ese micrambiente
depende en gran medida de la manera de moris del tumor, de una forma por-inflamatoria o anti-
inflamatoria (tolerogénica). Se esta desarrollando una profunda investigacion relativa a la manera
de inducir es muerte pro-inflaatoria en células tumorales con diferentes abordajes terapéuticos
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tumoral.

* Pueden desarrollar mecanismos que protejan del reconocmiento por parte de linfocitos T.

Un fenémeno relevante es la pérdida de moléculas MHC-I.

 Si expresan alguna molécula de superficie contra la que se pueden generar anticuerpos
monoclonales en raton y utilizarlo como tratamiento (ver més adelante), los tumores son
capaces de modular la expresion de esa molécula y perder su expresion (sobre todo
relevante en tratamientos con anticuerpos monoclonales)
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En el microambiente tumoral hay una serie de células que parecen inhibir la funcion de linfocitos T efectores. Entre ellos destacan las céllas MDSC (myeloid derives supressor cells
https://en.wikipedia.org/wiki/Myeloid-derived_suppressor_cell) que provienen de neutréfilos o monocitos y que parecen iniir la funcion dlinfocitos T efectores. También se han descrito unos
macrofagos, denominadas Macrofagos asociados a tumor (TAM https:/en.wikipedia.org/wiki/Tumor-associated_macrophage) que también parecen ser capaces de favorecer el crecimiento tumoral

También se especula sobre el papel de los linfocitos Treg en el crecimiento tumoral, tal vez alterando la capcidad de células dendriticas que han internalizado los cuerpos apoptoticos de células

tumorales de activar linfocitos T CD8+ antitumorales

Por tanto el microambiente pro-tumoral tal vez no esté solo en el tumor, sino también enlos 6rganos linfoides secundarios
Enesta imagen también se pone de manifiesto la importancia que tiene en este entorno anti-tumoral los recptores co-inhibidores CTLA-4 u PD-1, capaes de transmitir sefiales que inhiben la funcion
de linfocitos T efectores o la acivacion de T recién activados. Estas moléculas son el centro de los tratamientos anti-tumrales de base inmunologica

a. Immune control and evasion

Immune control 2) Suppression of

T-cell activation

1} Supression of
necantigan presentation
active T-cell inactive T-cells

neoantigens inactive T-cells
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somatic - W
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inhibiter

Ex vive T-cell expansion

En esta figura se resumen los mecanismos de evasion de las células tumorales, por ejemplo perdiendo la expresion de moléculas MHC-I, eliminando neoantigenos reconocidos por linfocitos T,
expresando la molécula PD-1 que inhie la funcion de los linfocitos T efectores o interfiriendo con sefiales importantes en la destruccion de las células tumorales como es IFN-gamma.
También se muestran estrategias terapéuticos que intentan revertir este escape tumoral, destacando la inhibicion de la sefializacion de receptores inhibidores (chekpoint inhibitors como anti-PD-1 o
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anti-PD-1L), trasferencia de linfocitos T antitumorales crecidos in vitro (las denominadas vacunas tumorales que se detallaran en el tema 12)

Respuesta anti viral (hay cuerpos apoptdticos)

Respuesta antitumoral

Respuesta frente a injerto

PRESENTACION
CRUZADA

(generacion de linfocitos T
CD8+ citotoxicos que
reconocen péptidos de
proteinas presentes en
cuerpos apoptoticos)

Enorme importancia en generacion de linfocitos T
citotéxicos antivirales.

Se presentan en MHC-I de células dendriticas
proteinas virales presentes en cuerpos apoptoticos
(citoplasma o reticulo endoplasmico) .

Los linfocitos T citotoxicos podran matar células
infectadas por el virus ya que las proteinas virales
sintetizadas en ribosomas citosélicos o de reticulo
endoplasmico se presentan en forma de complejos
PMHC-I en la membrana de células infectadas
Las células dendriticas pueden madurar facilmente
dado que captan los cuerpos apoptoticos en un
ambiente inflamatorio en donde presumiblemente
habra virus que expresan PAMPs que pueden
activar células dendriticas. Hay investigadores que
mantienen que la presecia de PAMPs en cuerpos
apoptoticos facilita la maduracion de dendriticas
(por ejemplo RNA o DNA viral)

Hay muchos péptidos virales que se pueden
expresar en moléculas MHC-I de la célula
dendritica que hace la presentacion cruzada y de
las células infectadas

.

Enorme importancia en generacion de linfocitos T
citotéxicos antivirales.

Se presentan en MHC-I de células dendriticas
proteinas tumorales (propias mutadas) presentes en
cuerpos apoptoticos (citoplasma)

e Los linfocitos T citotoxicos podran matar células
tumorales ya que ya que las proteinas propias
mutadas sintetizadas en ribosomas citosélicos se
presentan en forma de complejos pMHC-I en la
membrana de células infectadas

e Las células dendriticas NO pueden madurar

facilmente dado que captan los cuerpos apoptoticos

en un ambiente NO inflamatorio en donde
presumiblemente NO hay PAMPs que pueden
activar células dendriticas.

Hay muy pocos péptidos mutados que puedan

presentarse en moléculas MHC-I de la célula

dendritica que hace la presentacion cruzada o en
células tumorales

Se requiere capacitacion de células dendriticas, que

deben realizar la presentacion indirecta de antigenos

tumorales a linfocitos T CD4+.

No tiene importancia en ela generacion de
linfocitos T citotéxicos frente a moléculas

alogénicas MHC-1.

e En teoria se pueden presentar en MHC-I
de células dendriticas del huesped
proteinas alogénicas presentes en cuerpos
apoptoticos (citoplasma)

Los linfocitos T citotoxicos generados
por presentacion cruzada NO podran
matar células alogénicas ya que estas
células alogénicas NO expresan
moléculas MHC-I del receptor (huesped).
Los linfocitos T citotoxicos generados
por presentacion cruzada NO podran
matar células propias ya que estas células
NO expresan moléculas MHC-I
alogénicas en su citoplasma.

PRESENTACION
INDIRECTA

(generacion de linfocitos T
CD4+ que reconocen
moléculas de membrana de
cuerpos apoptoticos y
cooperan con linfocitos B
que reconocen MHC en
superficie cuerpos
apoptoticos)

apoptéticos

No tiene importancia en produccion anticuerpos anti-
tumorales (no hay) aunque tal vez si en la capacitacién
de células dendriticas que hacen presentacion cruzada

No tiene gran importancia dado que las células
dendriticas pueden endocitar el virus libre, sin
necesidad de adquirir proteinas virales por cuerpos

Las moléculas MHC-1 y MHC-II presentes en
cuerpos apoptoticos son propias, y los péptidos
provenientes de moléculas MHC propias ya se
presentaron en timo en forma de complejos pMHC-
II'y por tanto no tiene importancia.

La generacion de anticuerpos anti-MHC-I o anti-
MHC-II propios NO es posible.

Tiene una enorme importancia en la
generacion de anticuerpos anti-HLA
alogénicos.

e Las moléculas MHC-1 y MHC-II
presentes en la SUPERFICIE de cuerpos
apoptoticos son NO PROPIAS y los
péptidos provenientes de moléculas
MHC NO PROPIAS NUNCA se
presentaron en timo en forma de
complejos pMHC-II y por tanto pueden
generarse linfocitos T CD4+ que
reconocen péptidos de proteinas MHC-I
o MHC-II alogénicas en moléculas
MHC-II propias..

e Pueden jugar un papel en capacitacion de células
dendriticas al reconocer complejos pMHC-II en

PRESENTACION

Pueden jugar un papel en capacitacion de células

donde el péptido provenga de proteinas virales
presentes en cuerpos apoptoticos (presentacion
indirecta).

e Puede favorecer la polarizacion a respuestas Thl.
No esta comprobado experimentalmente pero
académicamente explica generacion preferente de
respuestas Thl en bacterias intracelularees y virus.

Pueden participar en cooperacion T:B en la
produccion de anticuerpos anti-HLA si estas
moléculas no-HLA son algo polimorficas, tiene
alelos diferentes entre donante y receptor.
Probablemente no tengan excesiva importancia

dendriticas al reconocer complejos pMHC-II en
donde el péptido provenga de proteinas tumorales
presentes en cuerpos apoptoticos

e Gran importancia en cooperacién con linfocitos T
CD8+ antivirales.

INDIRECTA

(generacion de linfocitos T
CD4+ que reconocen
moléculas en el interior de
cuerpos apoptoticos)

* Aunque en ambos casos se forman linfocitos T CD4+ que reconocen péptidos de cuerpos apoptoticos en MHC-II. Esta presentacion indirecta tienen importancia en tumores puede jugar un
papel en la capacitacion de células dendricas que fagocitan cuerpos apoptoticos y por tanto en la generacion de linfocitos T CD8+ efectores anti-tumorales especificos frente a proteinas
localizadas en el interior de los cuerpos apoptoticos. En trasplante, los linfocitos T CD4+ efectores pueden colaborar con linfocitos B que reconocen proteinas localizadas en la superficie de
cuerpos apototicos, facilitando su conversion en células plasmaticas..

Por el contrario en el caso de células tumorales, los linfocitos T CD4+ generados no pueden colaborar con linfcitos B (la proteina mutada NO esta en la superfice del cuerpo apoptdtico) y
tampoco podra reconocer células tumorales dado que NO expresan MHC-II. Su tinica funcion seria secretar interleucinas cuando haga sinapsis efectora con macréfagos que hayan fagocitado
cuerpos apoptoticos y capacitar células dendriticas para poder activar linfocitos T CD8+ que se han activado sobre células dendriticas que hacen presentacion cruzada.

La presentacion cruzada para generar complejos pMHC-I a partir de cuerpos apoptéticos y tiene una enorme importancia en respuesta anti-tumoral, pero NO en trasplante. Ello se debe a que
en células tumorales las proteinas mutadas estan en citoplasma, y por ello son dianas de linfocitos T que hicieron sinapsis inductora en células que hicieron presentaion cruzada.

.

.

Farmacos antitumorales

“anti-HER2; *inhibidor microtubular;

Ninguno son Ac dirigidos contra receptores coinhibidores (check-points)

Se observa como los anticuerpos utilizados como tratamiento antitumoral reconocen moléculas
presentes enla membrana de células tumorales y de células NO tumorales. Los antigenos tunorales

anti-VEGF; "anti-EGFR; "anti-CD20

(especificos de tumor o asociados a tumor) son proteinas citoplasmicas que no pueden ser

reconocidas por anticuerpos in vivo.

Uno de los anticuerpos mas utilizado en clinica es el anti-Her2-neu, utilizado en el tratamiento de
canceres de mama que expresan este receptor de membrana. El nombre comercial es Trastuzumab
y se ha comercializado recientemente una variante en donde el anticuerpo anti-Her2 se une a un

inhibidor microtubular (Trastuzumab emtansina, https://en.wikipedia.org

/wiki/Trastuzumab_emtansine)
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UTILIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA CELULAS TUMORALES.

Pacientes | Coste medio por paciente (€) Gasto (€)
Trastuzumab?® 351 gnti-Her2 11.658,75 4.092.220,26 * NO es util utilizar anticueros contra marcadores tumorales, ya que son proteinas que no
e p— estan presentes en la membrana de células tumorales y no cumplen ninguna funcién toxica,
30 : 33.402.23 1.002.066.88 aunque puede haber excepciones (Her2)

[ anti-Her2 A0z, -002.066., . . . - .
emtansina o Las células tumorales provienen de una célula que sufre transformacion tumoral y comienza
Pertuzumab® 134 | anti-Her2 18.316.57 2.454.420,65 a proliferar de manera desregulada. Por ello todas las células tumorales comparten la

- - - expresion de moléculas en su membrana que pueden ser utilizadas como dianas
Royackuman 31| anti-VEGF el Sy terapéuticas. Un ejemplo es la proteina de membrana HER2/neu expresadas en algunos
Cetuximab® 164 gnti-EGFR 8.026,86 1.316.405,83 tumores de mama. El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-HER2/neu es de gran
Panitumumab® 65| anti-EGFR 11.286.19 733.602.21 utilidad en el tratamiento de estos tumores. Aunqye esta proteina se encuentra también en
R S50 - 20000 0500758 células NO TUMORALES de otros 6rganos y tejidos y cumple una funcion y por ello el

Ituxima anti-CD20 sl i tratamiento con anti-HER2/neu puede tener efectos secundarios, compensa el beneficio de
Total 1.601 17.079.062,71 la eliminacion del tumor
e En ciertas leucemias (tumores de células presentes en sangre) o linfomas (tumores de

linfocitos presentes en ganglios linfaticos), se emplean anticuerpos que reconocen proteinas

de membrana presentes en células tumorales y células normales. El anticuerpo terapéutico
destruye ambas células, pero el efecto beneficoso de la eliminacion del tumor compensa el
efecto adverso de la eliminacion de células normales.

o La eliminacion de células B no es tan importante como puede parecer dado que los

anticuerpos anti-CD20 NO reconocen células plasmaticas de vida media larga, y por
ello los pacientes tratados con anti-CD20 mantienen concentraciones bajas de

anticuerpos.

(Tratuzumab Emtansine)

o Hay otras modificaciones no mostradas, como la unién a inhibidores de microtiibulos
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Los marcadores tumorales pueden ser utilizados para el diagndstico o tratamiento. Tienen una
cierta similitud con autoanticuerpos, en el sentido de que su expresion permite la identificacion
del tumor mediante su cuantificacion por ELISA o citometria. Estos marcadores se pueden
detectar en sangre del paciente o en biopsias (Her2neu). Enlace de wikipedia. Utiles en el cribado
o deteccion precoz (por ahora dudoso) y monitorizacién de progresion del tumor de forma no
invasiva.

o Los marcadores tumorales son sustancias que se encuentran en el cuerpo que pueden
detectarse en una persona con cancer. Un marcador tumoral clasico se conforma de una
proteina que puede estar presente en niveles elevados en la sangre ante la existencia de
cierto tipo de cancer, pero no todos los marcadores tumorales se manifiestan asi. Algunos
se encuentren en la orina u otros fluidos corporales, mientras que otros pueden estar
presentes en los tumores y otros tejidos.
Pueden ser productos de las mismas células cancerosas, o ser producidos por el cuerpo en
respuesta al cancer, entre otras afecciones. La mayoria de los marcadores tumorales son
proteinas, pero algunos mas recientes consisten de genes u otras sustancias.
Los marcadores tumorales fueron inicialmente desarrollados para someter a prueba de
cancer a las personas sin sintomas, pero muy pocos marcadores han logrado dar resultados
utiles en esta forma. Generalmente, los marcadores tumorales no se usan para
diagnosticar el cancer; en la mayoria de los casos, el cancer puede diagnosticarse

1 t diante una biopsia (extraccion de células del tumor para analizarse bajo
el microscopio). Aun, los marcadores tumorales pueden ser utiles para determinar la
probabilidad de tener un cancer. Si el cancer ya se encuentra propagado al momento de su
deteccion, los marcadores tumorales pueden servir para determinar en dénde se origind.
Los marcadores tumorales por si solo pocas veces son suficiente evidencia de que hay
cancer. La mayoria de los marcadores tumorales pueden ser producidos por las células
normales, al igual que las cancerosas. En ocasiones, las enfermedades no cancerosas
también pueden causar que los niveles de ciertos marcadores tumorales se incrementen mas
de lo normal. Y puede ser que no todas las personas con cancer presenten niveles
elevados de algiin marcador tumoral en particular.
Ciertos marcadores encontrados en células cancerosas pueden ser usados para ayudar a
predecir si un tratamiento en particular es propenso a funcionar o no. Por ejemplo, en el
cancer de mama y de estomago, si las células contiene grandes cantidades de una proteina
llamada HER?2, los medicamentos como trastuzumab (Herceptin®) pueden ser utiles en el
tratamiento. Si las células cancerosas presentan una cantidad normal de HER2, los
medicamentos no seran de ayuda, por lo que primero se comprueba el nivel de HER2 en el
tejido del tumor antes de comenzar el tratamiento.
Uno de los usos mas importantes de los marcadores tumorales es el seguimiento de
pacientes que estan siendo tratados contra el cancer, especialmente en la etapa avanzada de
la enfermedad. Si se dispone de un marcador tumoral para cierto tipo de cancer, el nivel del
marcador puede que sea capaz de usarse para ver si el tratamiento estd funcionando en lugar
de realizar otras pruebas, como las radiografias, tomografias computarizadas, gammagrafias
Oseas u otras pruebas.

.

.

.

.

.

Los marcadores alfa fetoproteina (AFP)y antigeno carcinoembrionario (ACE) son proteinas
presentes en sangre expresadas durante el desarrollo embrionario pero no en adultos, aunque si en
pacientes con ciertos tumores o con otras patologias. Por ejemplo AFP se expresa en el 69% delos
hepatocarcinomas.

La concentracion de CEA es superior a 10 mg/ml en el 10-30% de ciertos tumores, aunque
también en el 5% deprocesos patologicos no tumorales.
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