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RESUMEN

La leucemia es el cancer mas frecuente en la poblacion infantil. De acuerdo con la
International Agency for Research on Cancer, las leucemias ocupan el primer lugar en
incidencia y mortalidad entre todos los canceres en la poblacion infantil a nivel mundial,
representando el 28% del total de incidencias y el 34% del total de las muertes(* 2. Las
células NK junto con los linfocitos T CD8, constituyen las principales células citotdxicas
del sistema inmunoldgico y son responsables de la eliminacion de células infectadas por
virus y células malignas 344, En las Gltimas décadas, las células NK se han convertido
en elementos cruciales para el desarrollo de inmunoterapias en las leucemias. Sin
embargo, poco ha sido estudiado en relacion con el fenotipo y el comportamiento de las
celulas NK en la LLA. En este estudio analizamos el fenotipo y la funcion de las células
NK identificadas como CD3" CD20 CD14  CD56" de sangre periférica en 72 pacientes
pediatricos con LLA al momento del diagnostico comparados con 21 controles pareados
por edad. Nuestros resultados mostraron que la principal alteracion en el fenotipo de las
celulas NK en leucemia pediéatrica recae en la disminucion de la expresion de receptores
activadores tales como NKP46, NKG2C, NKG2D, DNAM, CD57 y CD69.
Adicionalmente, se identificé que dicha disminucion ocurre de manera simultanea en
diferentes familias de receptores activadores en mas del 50% de los pacientes. En
contraste, la expresion de receptores inhibitorios fue similar respecto al grupo control.
Por otro lado, al analizar subpoblaciones de células NK en diferentes estadios de
maduracion de acuerdo con la expresion de NKG2A y CD57, encontramos frecuencias
mas altas en la poblacién parcialmente inmaduras (NKG2A* CD57°) y a su vez,
frecuencias mas bajas de la poblacién terminalmente maduras (NKG2A"~ CD57%) en
pacientes respecto al grupo control. Adicionalmente, las células NK de los pacientes
mostraron una reduccion significativa en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). Finalmente, los analisis de regresion lineal, demostraron que una
menor expresion de receptores activadores estd asociada con el fendmeno de la leucemia

linfoblastica aguda en pacientes pediatricos.
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ABSTRACT (actualizer)

Leukemia is the most common cancer in children. According to the International Agency
for Research on Cancer, leukemias rank first in incidence and mortality among all cancers
in children worldwide, representing 28% of total incidences and 34% of total deaths. [1
2]. NK cells, together with CD8 T lymphocytes, constitute the main cytotoxic cells of the
immune system and are responsible for the elimination of virus-infected cells and
malignant cells [43, 44]. In recent decades, NK cells have become crucial elements for
the development of immunotherapies in leukemias. However, little has been studied in
relation to the phenotype and behavior of NK cells in ALL. In this study, we analyzed the
phenotype and function of peripheral blood CD3- CD20- CD14- CD56+ NK cells in 72
pediatric patients with ALL at diagnosis compared to 21 age-matched controls. Our
results showed that the main alteration in the phenotype of NK cells in pediatric leukemia
lies in the decrease in the expression of activating receptors such as NKP46, NKG2C,
NKG2D, DNAM, CD57 and CD69. Additionally, it was identified that this decrease
occurs simultaneously in different families of activating receptors in more than 50% of
patients. In contrast, the expression of inhibitory receptors was similar to the control
group. On the other hand, when analyzing subpopulations of NK cells in different stages
of maturation according to the expression of NKG2A and CD57, we found higher
frequencies in the partially immature population (NKG2A+ CD57-) and, in turn, lower
frequencies in the terminally immature population. mature (NKG2A- CD57+) in patients
compared to the control group. Additionally, patients' NK cells showed a significant
reduction in antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). Finally, linear regression
analyzes demonstrated that a lower expression of activating receptors is associated with
the phenomenon of acute lymphoblastic leukemia in pediatric patients.
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INTRODUCCION

LEUCEMIA

La leucemia es el cancer mas frecuente en la poblacion infantil. De acuerdo con la

International Agency for Research on Cancer, las leucemias ocupan el primer lugar en

incidencia y mortalidad entre todos los canceres en la poblacion infantil a nivel mundial,
representando el 28% del total de incidencias y el 34% del total de las muertes (Figura

1). A su vez, México es uno de los paises con mayor incidencia y mortalidad por

leucemias. En el 2020, México fue el 6to pais a nivel mundial con mayor incidencia y el

5to con mayor mortalidad en leucemia infantil (Figura 1).

A) Numero estimado de casos nuevos en 2020. a nivel mundial. ambos sexos
edad 0 — 19 afios

Leucemia
Otros canceres 80 491 (28.8%)
98 550 (35.3%)

Testiculo
6446 (2.3%)
Tiroides
10 106 (3.6%)
Linfoma Hodgkin
13370 (4.8%) Rifion
14 590 (5.2%)
Total: 279 419

Cerebro. sistema
nervioso central
30 766 (11%)

Linfoma no Hodgkin
25 100 (9%)

C) Numero estimado de casos nuevos de leucemia en 2020, paises alrededor del
mundo, ambos sexos edad 0-19 anos

India
14 749 (18.3%)

Otros
36 787 (45.7%)

China
14 278 (17.7%)

Indonesia
3 880 (4.8%)
Filipinas
2139 (2.7%)
Meéxico
2289 (2.8%)

Estados Unidos de América
3 681 (4.6%)

Pakistan

2688 (3.3%)

Total: 80 491

Otros canceres
37 027 (34.3%)

B) Numero estimado de muertes en 2020, a nivel mundial, ambos sexos edad
0 —19 aios

Leucemia
32 761 (30.4%)

Nasofaringe
1265 (1.2%)

Cerebro. sistema

Linfoma Hodgkin
2 767 (2.6 %) nervioso central
Hieado 15 337 (14.2%)
3098 (2?9%) Rifion Linfoma no Hodgkin

5616 (5.2%) 9962 (9.2%)

Total: 107 833

D) Nuimero estimado de muertes por leucemia en 2020, paises alrededor
del mundo, ambos sexos edad 0-19 afios

India
7303 (22.3%)

Otros
13 918 (42.5%)

China
5631 (17.2%)

Indonesia
Brasil 1644 (5%)
881 (2.7%) Pakistan
Filipinas 1423 (4.3%)
899 (2.7%) Meéxico

1062 (3.2%)
Total: 32 761

Figura 1: Incidencia y mortalidad de Leucemia en poblacion infantil 0-19 afios. A)

Tipos de cancer con mayor incidencia en poblacion infantil™™ . B) Tipos de cancer con

mayor nimero de muertes en poblacion infantil!?. C) Paises con mayor incidencia de

leucemia en poblacion infantil®®l. D) Paises con mayor nimero de muertes por leucemia

en poblacion infantil™, Datos obtenidos y traducidos al espafiol de Globocan 2020.



La leucemia es una neoplasia maligna que afecta el desarrollo de los globulos blancos.
De acuerdo con el tiempo de progresién y del tipo de glébulo blanco afectado, la leucemia
puede clasificarse en cuatro subtipos: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia
mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica cronica (LLC) y leucemia linfoblastica
aguda (LLA) 581, Este tltimo, es el subtipo de leucemia méas comun en la poblacion

infantil a nivel mundial y alcanza su mayor incidencia en nifios entre 2 a 5 afios [,

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La LLA es una neoplasia maligna heterogénea que resulta de la proliferacion clonal de
precursores linfoides, que inicia en médula 6sea y puede comprometer diferentes 6rganos
y/o sistemas. La transformacion maligna y la expansion clonal en la LLA puede ocurrir
en distintos estadios del proceso de diferenciacion linfoidel®. En el 50% de los casos esta
enfermedad lleva a la muerte del paciente por lo que constituye un importante problema

de salud en México y a nivel mundial.

El origen de la LLA es multifactorial, es decir, diversos factores genéticos, hereditarios
y/o ambientales pueden incidir en el desarrollo de este tipo de malignidades
hematopoyéticas. Alteraciones genéticas como polimorfismos, traslocaciones,
hiperdiploidias y variantes genéticas en la linea germinal pueden dar origen a una
susceptibilidad de desarrollar LLA. Los genes que con frecuencia suelen verse afectados
en la LLA son aquellos involucrados en la diferenciacion de células linfoides, supresores

de tumor, reguladores del ciclo celular, reguladores de transcripcion, entre otrost®-1%,

Algunos genes asociados con la predisposicion de LLA son IKZF1-181 pAX5 14251
ETV6 [16-2U TP53 221 RUNX1 23241 entre otros. De hecho, se cree que algunas
lesiones genéticas tienen origen prenatal y que condicionan a un estado preleucémico,
donde alteraciones secundarias postnatales y generalmente aquellas derivadas de

infecciones, aumentan el riesgo de desarrollar LLAM 25-311,

Borkhardt y colaboradores demostraron que la exposicion tardia a infecciones es un factor
causal en la LLA de precursores de linfocitos B. En su modelo, Borkhardt y colaboradores
observaron el desarrollo de LLA a partir de precursores de B en ratones Pax5* una vez
que fueron expuestos a infecciones comunes que desencadenan mutaciones somaticas
secundarias en genes como Jak3, lo cual conlleva a susceptibilidad de transformacion

maligna post infeccion 2,



De manera similar, Borkhardt y colaboradores también demostraron, en un modelo
murino, que ETV6-RUNXL1 confiere riesgo (bajo) de desarrollar LLA a partir de
precursores de células B, una vez que son expuestos a patdgenos comunes. En
congruencia con esto, ETV6-RUNX1 es una de las fusiones genéticas mas comdnmente
encontrada en malignidades hematopoyeética y su presencia se asocia a LLA del tipo pre-
B. De esta manera, esta alteracion cromosomica parece conferir un riesgo bajo de
desarrollar leucemia, por lo que se requieren eventos genéticos adicionales o secundarios
para desarrollar LLA del tipo pre- B. Los estudios en gemelos monocigéticos con LLA
concordante han revelado que la fusion del gen ETV6-RUNX1 representa el primer
evento o “hit” en el proceso de leucemogénesis, creando un clon preleucémico, que
requiere de aberraciones genéticas posnatales secundarias 1. En otras palabras, variantes
en la linea germinal de determinados factores de transcripcion como IKZF11-131 pAX5
[14.15] ' ETV6 [16-21  RUNX1[23 241 y sobre todo aquellos involucrados en el desarrollo de
linfocitos, confieren susceptibilidad a tener mutaciones somaticas posterior a infecciones.
Estas mutaciones somaticas a su vez promueven el reordenamiento génico y conlleva a

mutaciones generalizadas del ADN como mecanismo de la respuesta inmunel®,

DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION

Las manifestaciones clinicas de la LLA incluyen: astenia, disnea, anorexia, pérdida de
peso involuntario, palidez, anemia, petequias 0 hemorragias, infecciones, fiebre y dolor
0seo. Para detectar organomegalia e infiltracion de células leucémicas, los estudios se

complementan con la medicion de higado, bazo, adenopatias y testiculos 4361

Posterior al examen fisico el diagndstico se confirma tomando un aspirado de médula
0sea, con el cual se realiza el andlisis morfoldgico, citoquimico, y el de inmunofenotipo

por citometria de flujo multiparamétrica y citogenética (4361,

De acuerdo con la FAB (La clasificacion Franco-Americana-Britanica), basado en la

morfologia las leucemias linfoblasticas agudas se clasifican de la siguiente manera:

e L1: Células pequefias con cromatina homogénea, escaso citoplasma.

e L2: Células grandes y heterogéneas, con nucleo irregular y citoplasma variable.

e L3: Células grandes y homogeneas, con méas de 5% de mitosis y por lo menos
25% de ceélulas vacuoladas.



De acuerdo con el inmunofenotipo, el cual determina la estirpe de células malignas y el

estadio de maduraciént34-3¢l,
e Leucemias de linaje B son:

Pro-B: CD19™, CD79a**, CD22"", TdT**, CD10", CD34"", HLA DR**, CD20,
clgM’, migM".

Pre- B comin (CALLA): CD19**, CD79a**, CD22**, TdT**, CD10**, CD20*",
clgM, migM-, HLA-DR".

Pre- B: CD19**, CD79a*™*, CD22**, TdT**, CD10"", CD20, clg**, mlg’, HLA-

DR™, cadena p citoplasmatica®.

B madura: CD19™", CD79a™", CD22 **, TdT-, CD10™, CD20*, CD24, mlg*™,
HLA-DR ¥, cadenas pesadas 4, k 0 A ™.

e Leucemias de linaje T son:

TDT" con expresion variable de CD1a, CD2, CD4, CD3 citoplasmatico, CD5,
CD7, CD8, TCR o/p o v/0.

FACTORES PRONOSTICO Y CLASIFICACION DE RIESGO

A través de los afios, se han identificado diversas caracteristicas clinicas, bioldgicas,
genéticas y moleculares como factores que pueden pronosticar un resultado posible en los
pacientes con LLA. En la actualidad, algunos factores prondésticos son utilizados para
estratificar a los pacientes en diferentes grupos de riesgo que indica la probabilidad de
recaida de la enfermedad (Tabla 1) La estratificacién de pacientes en grupos de riesgo
permite administrar un tratamiento de menor intensidad en pacientes con bajo riesgo y asi
minimizar la toxicidad, mientras que los pacientes con alto riesgo reciben un tratamiento
mas agresivo y prolongado, o bien que busca aplicar diferentes tipos de terapias F71. De
esta manera, los factores pronosticos juegan un papel critico en la direccion de la terapia

en pacientes con LLA.



Tabla 1: Resultados (en 4 afios SLE) para nifios con LLA Pre-B tratados con los
protocolos POG (ALiInC-14) y CCG (-100 y -1800 series) por edad multiple y

categorias de cuenta leucocitaria.

Edad (afios)
Cuenta leucocitaria (/p) | 1.00-2.99 | 3.00-5.99 | 6.00-9.99 | >10.00

<10,000 82.9 84.7 82.0 69.6

4 anos de SLE (%)
n de pacientes tratados 490 937 437 406
% pacientes Pre-B 10.7 20.5 9.6 8.9
10,000-49,99 74.6 74.5 80.2 59.2

4 afos de SLE (%)
n de pacientes tratados 436 608 205 236
% pacientes Pre-B 9.5 13.3 4.5 5.2
>50,000 68.3 73.9 47.5 41.1

4 afos de SLE (%)
n de pacientes tratados 278 280 122 140
% pacientes Pre-B 6.1 6.1 2.7 3.1

*Nota: Los resultados son para todos los pacientes en esa categoria de edad/recuento leucocitario,

independientemente del tratamiento recibido; POG: Pediatric Oncology Group; CCG: Children’s
Cancer Group; SLE: Sobrevida Libre de Enfermedad. Reproducido de 7-3,

La clasificacion mas utilizada para estratificar a los pacientes por grupo de riesgo es la
del National Cancer Institute (NCI). Aquellos pacientes con una cuenta de leucocitos
mayor 6 igual a 50,000 leucocitos por mm?® o més de 10 afios de edad son clasificados
como de alto riesgo; mientras que los pacientes con una cuenta de leucocitos menor a
50,000 xmm?y entre 1 a 9.99 afios son clasificados como de riesgo estandar "%, En la
Tabla 1jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestra la relacion entre
la edad, cuenta leucocitaria y el pronostico de los nifios tratados con los regimenes del
Grupo de Oncologia Pediatrica (POG, del inglés Pediatric Oncology Group) y del Grupo
de Cancer Infantil (CCG, del inglés Children’s Cancer Group) a partir de 1993.



A pesar de que los dos factores predictivos mas importantes son la edad y cuenta
leucocitaria al momento del diagndstico, estudios recientes sugieren que variables tales
como el sexo, inmunofenotipo y los perfiles genéticos (traslocaciones e hiperdiploidias),

la infiltracion de células cancerigenas y la Enfermedad Minima Residual (EMR), pueden

influenciar en el factor de riesgo de la LLA (Tabla 2) E71,

Tabla 2: Factores pronostico en leucemia linfoblastica aguda infantil.

Resultado Determina la
Factor de riesgo Favorable Desfavorable intensidad de
tratamiento
Edad* >1y<9anos <1o0>9afios Si
Cuenta leucocitaria* < 50,000/mm?® > 50,000/mm? Si
Inmunofenotipo Precursor de B Células T, células B | Si
madura
Sexo Mujer Hombre No
Infiltracion al SNC SNC | SNC 2,SNC 3 Si
Respuesta a la ventana | < 1,000/mm3 blastosen | > 1000/mm’ blastos | Sf
esteroidea sangre periférica en sangre periférica
Enfermedad Minima | Negativa Positiva Si
Residual
indice de DNA >1.16 <1.16 No
NUmero de | Hiperdiploidia Hipodiploidia No
cromosomas por | >50 < 45, especialmente
célula leucémica 24-28
Si
_ _ t(12;21/)TEL-AML1
Citogenética/ 1(9;22)/BCR-ABL1,
Traslocaciones (ETVE-RUNX), t(4;11)/MLL-AF4
t(1;19)E2A-PBX1
Raza/ grupo étnico Caucasicos, asiaticos Afroamericanos No

*: Los factores pronéstico mas importantes son la edad y cuenta leucocitaria3. SNC 1: Sin evidencia de compromiso del SNC (<5
células/mma3 y sin blastos); SNC 2: <5 células/mm?® y blastos detectables por citometria de flujo; SNC 3: >5 gl6bulos blancos/mm?

morfoldgicamente blastos. Modificado de £7,

Entre el 2006 y 2007 el 73.2% del total de leucemias infantiles diagnosticadas en la
Ciudad de México pertenecieron al linaje Pre-B "1, Las leucemias de linaje Pre-B son las
maés frecuentes y con un prondstico favorable, especialmente si son CD10 + (CALLA).



En contraste, las leucemias de células B o T, son menos frecuentes y de mal pronostico
[36]

Uno de los 4 rearreglos génicos mas frecuentes en la LLA infantil, es la translocacion
ETV6-RUNX, que da origen al transcrito TEL-AML1. Esté directamente asociado con
el linaje pre-B y su deteccion es considerada un factor de pronéstico favorable [7: 38401
Por el contrario, el cromosoma filadelfia (BCR-ABL1), producto de la traslocacion
t(9;22)(q34;q11), que se observa con mayor frecuencia en adultos que nifios, esta
asociado con un mal pronostico (Figura 2: Tipos de leucemia linfoblastica aguda basados
en el perfil de expresion génica (analisis del transcriptoma) y su distribucién por
rangos de edad. Reproducido de Morales SJ, 2017 1), La LLA con cromosoma
filadelfia es la mas dificil de tratar, tienen tasas bajas de remision de la enfermedad y por

lo general se requiere aplicar de otras terapias [*1.
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Figura 2: Tipos de leucemia linfoblastica aguda basados en el perfil de expresion
génica (andlisis del transcriptoma) y su distribuciéon por rangos de edad.
Reproducido de Morales SJ, 2017 €1,

La respuesta al tratamiento también es un factor determinante, sobre todo en la
reclasificacion de grupo de riesgo. Por ejemplo, la ventana de esteroidea es parte inicial
del tratamiento en la LLA vy se utiliza para evaluar la respuesta al medicamento como
factor prondstico. En esta etapa, usualmente se utiliza prednisona a 40mgm2scdia x 7 dias

y una dosis de triple intratecal ajustada a la edad. Una respuesta a la ventana esteroidea

3 cor o
con menos de 1,000/mm blastos en sangre periférica tiene un prondstico favorable,



mientras que mayor o igual a 1000/mm’ blastos tiene un resultado desfavorable 1. Por
otro lado, la enfermedad residual minima (ERM) es un factor de riesgo relevante que hace
referencia a las células cancerosas residuales que quedan en el cuerpo después del
tratamiento. Las investigaciones muestran que la evaluacion de enfermedad residual
minima, después de la fase de induccion del tratamiento para la LLA, puede predecir la
eficacia del tratamiento empleado. La ausencia de ERM esta asociada a menores tasas de
recaida y posiblemente a mayores tasas de supervivencia. Por lo tanto, una ERM negativa
es favorable, mientras que una ERM positiva es indicador de qué los pacientes corren un

mayor riesgo de sufrir una recaida 81,

ETAPAS DEL TRATAMIENTO

El tratamiento para pacientes con LLA consiste en 3 fases: induccién a la remision,

consolidacién y mantenimiento.

1. Induccion de la remision. El propdsito de esta fase es destruir la mayor parte de las
células leucémicas, asi como recuperar la hematopoyesis normal en un periodo
aproximado de 6 semanas. Se prescriben medicamentos sin efectos mayores a la sintesis
de ADN, tales como vincristina, prednisona y L-asparginasa, sobre todo en nifios, o
antraciclicos como la daunorrubicina, los cuales no producen dafio a la médula Gsea
normal; sin embargo, no son eficaces para el tratamiento a largo plazo. Con tratamiento
adecuado y cuidado de soporte efectivo, el grado de remision actual es de 70 a 90%. Una

respuesta medular temprana se correlaciona con un pronéstico favorable.

2. Consolidacion o postremision. Con la recuperacion de la hematopoyesis se inicia el
tratamiento de consolidacion, que debe iniciarse al terminar la fase de induccién. Su
objetivo es destruir las células malignas remanentes que han superado la etapa anterior,
que podrian comenzar a crecer nuevamente y provocar una recaida. En esta etapa, se
pueden emplear medicamentos que afectan la sintesis de ADN y que, ademas pueden
destruir las células en reposo o fuera del ciclo GO del ciclo celular. En esta etapa son
administradas altas dosis de metotrexato, con o sin 6-mercaptopurina, Lasparginasa y
citarabina, o bien una combinacion de dexametasona, vincristina, Lasparginasa,

doxorrubicina y tioguanina, con o sin ciclofosfamida.

3. Tratamiento de mantenimiento. Este tratamiento es administrado a largo plazo (durante
dos o tres afios). El blanco de esta dltima fase son las Gltimas células residuales
leucémicas, es decir, su destruccion total con medicamentos que intervienen en la sintesis

de ADN. Los farmacos que se prescriben durante esta etapa son dosis diarias de
8



mercaptopurina y dosis semanales de metotrexato, que generan la mielosupresion y

ademas son bien tolerados [#2,

BIOLOGIA DE LAS CELULAS NATURAL KILLER

Las células Asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killler) son linfocitos que
representan del 5-20% de las células linfoides en sangre periférica, que también se
encuentran en 6rganos linfoides y tejidos periféricos. Las células NK junto con los
linfocitos T CD8, constituyen las principales células citotoxicas del sistema inmunolégico

y son responsables de la eliminacion de células infectadas por virus y células malignas
[43, 44]

Fenotipicamente las células NK se identifican por carecer de la expresion de CD3,
mientras que expresan la molécula de adhesion de células neuronales (NCAM, del inglés
Neural Cell Adhesion Molecule), también conocida como CD56. A diferencia de otros
linfocitos como lo son las células T y B, las NK no expresan receptores para antigenos
especificos, en su lugar poseen un amplio y variado repertorio de receptores codificados
en linea germinal con funciones activadoras e inhibidoras que median su activacion

citotoxical*3-42,

FUNCIONES EFECTORAS DE LAS CELULAS NK

Un balance entre las sefiales de activacion e inhibicién emitidas por los receptores de

superficie es lo que determina la actividad citotoxica de las células NK.

Las células NK cuentan con distintas funciones efectoras que permiten llevar a cabo la
inmunovigilancia. Estas funciones efectoras consisten en: la liberacion de granulos

citotoxicos y la induccion de apoptosis mediada por receptores de muertel*® 471,

Las células NK se encuentran equipadas con granulos citotoxicos precargados con
perforina y granzimas, los cuales son liberados una vez que reconocen a una célula
blanco. La perforina en el interior de los granulos se encuentra en su forma inactiva, de
manera tal que no representa riesgo para la célula efectora. Sin embargo, una vez que
estos granulos son secretados, la perforina adopta su forma activa y se ancla a la
membrana de la célula blanco como parte de un complejo macromolecular. Una vez
anclada a la membrana, la perforina genera poros que dan paso a las granzimas hacia el
citosol. Sin embargo, la internalizacion de granzima no es dependiente de perforina, ya

que es capaz de entrar en la célula blanco a través de endocitosis mediada por receptores,
9



como es el caso de la granzima B a través del receptor de manosa 6-fosfato (MPR, del
inglés mannose 6-phosphate receptor). Una vez dentro de la célula blanco, las granzimas
pueden inducir apoptosis a través de 3 vias distintas: mediante dafio a la membrana
mitocondrial, mediante la activacion de caspasas 0 mediante vias independientes de
caspasas. La apoptosis por permeabilizacion de la membrana mitocondrial ocurre cuando
la granzima B escinde y activa la proteina Bid (del inglés, BH3-interacting domain death
agonist). La forma trunca de esta proteina t(c)Bid (del inglés, C-terminal fragment), se
transloca a la membrana mitocondrial externa y promueve su permeabilizacion, lo que
conlleva a la liberacion de varias proteinas mitocondriales proapoptoticas en el
citoplasma que desencadenan vias de muerte dependientes e independientes de caspasa.
Por otro lado, la apoptosis mediada por granzima a través de la via dependiente de
caspasas consiste en la escision de caspasa-3 y caspasa-7, lo que permite su
homodimerizacion, lo que a su vez da como resultado su activacion. Posteriormente, estas
caspasas inducen la muerte celular dependiente de caspasa mediante la escision de

diferentes sustratos celulares (Figura 3)[46: 481,

Ademas de la liberacion de granulos citotoxicos, las NK pueden eliminar a las células
blanco a traves de la unién de ligandos a los receptores de muerte. Los receptores Fas
(también conocido como CD95) y TRAIL-R (del inglés, TRAIL-receptor) se expresan en
la superficie de células tumorales o infectadas por virus. Fas y TRAIL-R inducen muerte
celular cuando se entrecruzan con sus respectivos ligandos, FasL (del inglés, Fas
Lingand) y TRAIL (del inglés, TNF-related apoptosis-inducing ligand), que se expresan
principalmente en la superficie de células citotoxicas como las células T y NK, aunque
también pueden expresarse en monocitos, macréfagos y células dendriticas. TRAIL y
FasL se expresan Unicamente en células NK cuando estas se encuentran activadas. La
estimulacion con IL-2, I1L-15, IL-12 e IFNs inducen la expresion de TRAIL en células
NK[46, 47].

Tanto FasL como TRAIL son proteinas transmembranales de tipo Il que pertenecen a la
superfamilia del TNF. Se han identificado cinco receptores TRAIL en humanos, y solo
TRAIL-R1 (DR4) y TRAIL-R2 (DRS5) contienen un dominio citoplasméatico completo
que alberga un dominio de muerte intracelular (DD, del inglés death domain), por lo que
son capaces de transducir sefiales apoptéticas Los receptores TRAIL-R3 y TRAIL-R4,
por otro lado, tienen una parte intracelular truncada y, al carecer de un dominio de muerte,
funcionan como sefiuelos para regular la muerte celular mediada por TRAIL en ausencia

de dicho dominio. El entrecruzamiento de Fas, TRAIL-R1y TRAIL-R2 con sus ligandos
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FasL y TRAIL, respectivamente, desencadenan una cascada de sefializacion apoptotica
gue comienza con la formacion del complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC,
del inglés, death-inducing signalling complex), lo que conduce a la activacion de las
caspasas 8y 10, lo que resulta en una cascada de caspasas, la despolarizacion del potencial

de membrana mitocondrial y, finalmente, en la induccion de la apoptosis (Figura 3)16: 47}
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Figura 3: Funciones efectoras de las células NK: (A) Las células NK se encuentran
equipadas con granulos citotdxicos precargados con perforina y granzimas, los cuales se
liberan de manera dirigida una vez que reconocen a una célula blanco. Las granzimas
pueden ingresar a la célula diana a través de los poros que realiza la perforina en la
membrana plasmatica (izquierda) o mediante endocitosis a través del MPR y escapando
posteriormente de los endosomas con la ayuda de perforina (derecha). Las granzimas
tienen tres mecanismos para inducir apoptosis: induciendo la activacién de caspasas,
disrupcion de la membrana mitocondrial o apoptosis independiente de caspasas. (B) Otro
mecanismo por el cual pueden ejercer citotoxicidad es a través del entrecruzamiento de
los ligandos FasL y TRAIL con los receptores de muerte respectivos. Esto da como

resultado la activacion de caspasas, disfuncién mitocondrial y apoptosis[6l.

Otro mecanismo que le permite a las células NK mediar la imunovigilancia contra células
infectadas por virus y células cancerigenas es la secrecion de citocinas proinflamatorias
como interferobn gamma (IFN-y) y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a, del inglés
Tumor Necrosis Factor). Con la secrecion de citocinas, las células NK desempefian un rol

principalmente inmunomodulador de las respuestas tanto innata como adaptativa,
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regulando a las células presentadoras de antigeno y las células T 4. Por ejemplo, el IFN-
v puede regular la vigilancia tumoral mediada por TRAIL, no solo regulando la expresion
de TRAIL en las células efectoras, sino también sensibilizando las células tumorales a la
citotoxicidad mediada por TRAIL. También, muchas células tumorales normalmente no
expresan Fas, pero las células NK inducen directamente la expresion de Fas en las células
cancerosas mediante la secrecion de IFN-y y luego las destruyen de una manera
dependiente de Fas. Si bien, la secrecion de citocinas no conlleva a una lisis directa,

contribuyen en gran medida a orquestar la respuesta inmune antitumoral y antiviralt8: 471,

RECONOCIMIENTO DE CELULAS BLANCO

Las células NK tienen la capacidad de diferenciar entre una célula blanco y una célula
sana, en primera instancia, mediante el proceso llamado “missing-self”, en el cual las
células malignas o infectadas por virus disminuyen la expresion de las moléculas de MHC
case-1 en su superficie. Las moléculas de MHC clase | funcionan como ligandos
inhibiendo las respuestas efectoras de la célula NK, a través de los receptores tipo Ig de
células asesinas (KIR, del inglés Killer-cell immunoglobulin-like receptors). De esta
manera, a menor expresion de MHC, menor inhibicion de la respuesta efectora mediada

por células NKM,

Junto con la pérdida de MHC clase | las células malignas o infectadas por virus,
comienzan a expresar ligandos para receptores de activaciéon en su superficie,
favoreciendo el balance de sefiales de activacion en la respuesta efectora de las células
NKE,

RECEPTORES DE LA CELULAS NK

Las células NK poseen una maquinaria efectora sumamente compleja. Por consiguiente,
su actividad citotdxica depende del balance entre las sefiales activadoras o inhibidoras
que emanan los receptores de superficie anclados a membrana, los cuales se activan al
entrecruzar con sus respectivos ligandos en las células blanco. El repertorio de receptores
que poseen las células NK incluyen: receptores de activacién, inhibicion, marcadores de

maduracion y receptores con funcion dual o de interruptor+ 41,
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RECEPTORES DE ACTIVACION

La actividad litica de las células NK puede verse favorecida por los diferentes tipos de

receptores de activacién en cualquier mecanismo de accién sea: adhesion, polarizacion

y/o degranulacion(*4l,

La familia de receptores de citotoxicidad natural (NCR, del inglés natural cytotoxicity
receptors) esta integrada por NKp30 %1 NKP46 y NKP44 51521 A diferencia de NKP30
y NKp46 que se expresan de forma constitutiva en células NK, NKP44 se expresa
unicamente en células NK activadas. El entrecruzamiento de NKp46 da como resultado
la produccion de citocinas y la actividad citolitica. Ademas, se ha demostrado que la
citotoxicidad natural de las células NK contra céelulas blanco MHC clase-1 negativos se
correlaciona con el nivel de expresion de NKp46 en las células NK 31, Por otra parte,
Uzi Hadad y colaboradores, demostraron que NKP46 regula directamente la sinapsis
inmunoldgica y favorece la polarizacion de los granulos citotoxicos durante la sinapsis
inmune B4, La adquisicion de NCRs durante la maduracion de las células NK esta
correlacionada con la adquisicion de actividad citotoxica contra células diana tumorales
551 Asimismo, la disminucion en la expresion de NKp30, NKp44 y NKp46 correlaciona

con una actividad citotoxica baja [°®l,

La familia de receptores CD94/NKG2 es una de las mejores vias descrita. Es una familia
de receptores de lectina de tipo C que se expresan predominantemente en la superficie de
las células NK y un subconjunto de linfocitos T CD8* 1. Esta familia involucra tanto a
receptores de activacion (NKG2C), como de inhibicion (NKG2A). CD94 forma un
heterodimero a través de un enlace disulfuro con el receptor NKG2C que, a su vez, se
encuentra asociado de manera no covalente con DAP12 58 591 E| heterodimero CD94-

NKG2C reconoce moléculas no polimérficas de clase | del MHC (HLA-E en humanos).

Es bien sabido que las células NK tienen la capacidad de moldearse a su entorno. Con
este tipo de adaptaciones se ve favorecida la funcionalidad de las células NK de acuerdo
con los retos presentados. El ejemplo mas claro de esta capacidad de adopcion es el que
se ha reportado en humanos con historial de infeccion por citomegalovirus (HCMV, del
inglés Human citomegalovirus), donde ha encontrado asociacién con un mayor
porcentaje de células NK que expresan niveles altos de NKG2C. Esta adaptacién en su

fenotipo le confiere mayor actividad efectora hacia células HCMV + [60.611,

NKG2D es un receptor de lectina tipo C que se expresa en células NK y un subtipo de
células T. Sin embargo, NKG2D difiere por estar presente como un receptor

13



homodimérico que reconoce una de varias moléculas de la superficie celular que solo
estan relacionadas de forma distante con las moléculas MHC de clase I. El gen que
codifica para NKG2D se encuentra ubicado junto a los otros genes de la familia NKG2,

formando un complejo llamado complejo de NK (NKC) 62,

NKG2D contiene un residuo basico dentro de su dominio transmembranal y requiere una
asociacion con DAP10 para la expresion de superficie. EI ensamblaje de este complejo
de receptores parece ser altamente especifico, ya que in vivo DAP10 y DAP12 interactdan
exclusivamente con NKG2D o NKG2C respectivamente, a pesar de las similitudes en sus

regiones transmembranales [3],

Debido a que NKG2D no posee un dominio citoplasmético bien conservado, carece de
motivos de sefializacion positiva propia. Sin embargo, las sefiales de activacion estan
dadas por DAP10 a través de su dominio citoplasmatico, funcionando asi, como un
adaptador de sefializacion de membrana que conduce a la activacion de PI3 cinasa
corriente abajo, lo que lleva a la activacién de las funciones efectoras de células NK
(Figura 4)[63],
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H
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Figura 4: Activacion de células NK mediante NKG2D. DAP10, a través de la secuencia

L R

I3k

conservada YxxM, gue se asemeja al motivo de union SH2 de la subunidad p85 de la PI-
3 cinasa, conduce a la activacion corriente debajo de PI-3 cinasa y con ello desata la

actividad efectora de las células NK 31,

NKG2D reconoce al menos 6 ligandos, los cuales tienen homologia a MHC de clase 1.
Tres de ellas son proteinas transmembrana (MICA, MICB y ULBP4) [64 %1y 3 proteinas
ancladas a glicofosfatidilinositol (ULBP1-3) %, Como resultado del entrecruzamiento
receptor-ligando, NKG2D fosforila una proteina adaptadora que recluta y activa la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-3), que a su vez da lugar a citotoxicidad dependiente de
perforina 8], De manera interesante, los ligandos de NKG2D no se expresan en tejidos
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normales, sino que se inducen durante momentos de genotoxicidad o estrés celular como
se ve con la transformacién viral y maligna, por ejemplo, MICA se encuentra expresado
en células de carcinoma de pulmén, mama, rifién, ovario, prostata y colon ©71. Por
consiguiente, aquellos tejidos normales que expresan moléculas de MHC clase-1, asi
como ligandos de al menos un receptor de inhibicion de las células NK y carecen de
expresion de ligandos para NKG2D, no son susceptibles a lisis mediada por células
NKI®8],

La molécula accesoria DNAX (DNAM, del inglés DNAX accessory molecule) es un
receptor de la familia de glicoproteinas tipo Ig que se expresa en la mayoria de las células
NK humanas, monocitos y linfocitos T [, Lanier y colaboradores demostraron el papel
crucial de DNAM-1 al bloquear con un anticuerpo monoclonal anti-DNAM-1 (DX11).
Este estudio demostro la inhibicion de la citotoxicidad de las células NK contra una gran

variedad de lineas de células tumorales al inhibir el receptor [,

DNAM-1 se une al receptor de poliovirus CD155 y a la molécula de adhesion de nectina
CD112, cuya expresion esta reguladas por estrés celular 3. EI mecanismo por el cual
DNAM-1 media sefiales de activacion en la célula NK estd dado por un motivo
citoplasmatico denominado ITT por sus siglas en inglés que es responsable de mediar la
asociacion de DNAM-1 con GRB2 (del inglés, Growth factor receptor-bound protein 2)
y con moléculas efectoras cascada abajo como Vav-1 "2, Se ha reportado que CD155 y
CD112 se expresan en una amplia gama tanto de tumores sélidos como hematoldgicos
[73l, En pacientes con neuroblastoma, los niveles de expresion de CD155 y CD112 se
correlaciona con la susceptibilidad de las células tumorales a la lisis mediada por células
NK [, Sin embargo, los tumores han desarrollado mecanismos para disminuir la
expresion de DNAM-1 en células NK, lo que conlleva a inmunosupresion 731, Por
consiguiente, DNAM-1 juega un rol crucial en la prevencion de la formacion espontanea

de tumores, asi como en el control del crecimiento tumoral 76 771,

CD69 es una molécula de activacion de leucocitos expresada en sitios de inflamacion
crénica. El gen CD69 codifica una lectina de tipo C asignada a la familia de los receptores
NK. Se expresa después de la activacion en todas las células derivadas de médula dsea,
excepto los eritrocitos [’81. Por lo anterior, CD69 no se expresa en células NK en reposo.
La activacion de células NK con IL-2, IFN-a, IL-7 e 1L-12, PMA y el entrecruzamiento

de CD16 inducen su expresion 7881,
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La estructura, localizacion cromosomica, expresion y la funcion de CD69 sugieren que
esta molécula es probable que sea un regulador inmunitario pleiotropico, potencialmente
importante no solo en la funcién de las células NK, sino también en la activacion y
diferenciacion de una gran variedad de células de origen hematopoyético [©2,
Estructuralmente, CD69 posee un dominio citoplasmatico tan corto, que carece de un
motivo asociado a alguna funcion identificable. Se ha demostrado que, CD69 activa Syk
de forma dependiente de Src en células NK [, Estas cinasas de tirosina controlan la
activacion posterior de la fosfolipasa Cg2 (PLCg2) y de Vav-1 que, a su vez, activan la
ruta Rac-ERK B4, la cual esta implicada en la activacion de las células NK. Algunos
estudios han reportado la participacion de una proteina G heterotrimérica acoplada a

CD69 en su via de sefializacion intracelular (85871,

CD16 (FcyRIII) es un receptor de baja afinidad de la porcion Fc de IgG y es el receptor
responsable de mediar la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) la cual
juega un rol importante en la destruccion de células tumorales y células infectadas por
virus. Interesantemente, CD16 parece ser el Unico receptor capaz de promover funciones
efectoras sin necesidad de la participacion de receptores coestimuladores, aunque el
mecanismo molecular atin no esta bien descrito [%8-8%1, CD16 se asocia con cadenas FceRlIy
o cadenas CD3¢, ya sea como homodimeros o heterodimeros. Tanto FceRIly y CD3§
presentan motivos ITAM. Tras el entrecruzamiento de FcyR, las tirosinas en los motivos
ITAM se fosforilan por los miembros de familia Src, las cuales promueven el
reclutamiento y la activacion de las cinasas ZAP y Syk. Como consecuencia, se produce
la activacion de vias de sefializacion que involucran a PI3K, ERK y NFkB. En las células
NK, la sefializacién a través de CD16 conduce a 3 funciones efectoras principales,
incluida la liberacién de granulos citotoxicos, la activacion de TNF-a familia de
receptores de muerte, asi como a la liberacion de citocinas proinflamatorias como IFN-y
y TNF —a [47].

RECEPTORES DE INHIBICION

Es bien sabido que, la activacion de células NK no depende de la participacion exclusiva

de un solo tipo de receptor. Cuando la sinergia de sefiales que emanan de las regiones
citoplasmaticas de varios receptores logra superar un umbral de activacion, entonces
permite que se desencadene la funcién efectora de la célula NK mediante la secrecion de
citocinas y la liberacién de granulos citotdxicos. La combinacidn particular que se logra
tanto de receptores de activacion como de inhibicion contribuye a modular la activacion

de las células NK y proporciona flexibilidad para detectar y responder a distintos tipos de
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estimulos ambientales [*°1. Por consiguiente, asi como receptores de activacion juegan un
rol importante en la funcion citotoxica de las células NK, también los receptores de
inhibicion tienen un papel crucial ya que ayudan a restringir las funciones efectoras de
las células NK en contextos en la que estas no son requeridas. Algunos receptores de
inhibicidn encargados de modular la actividad citotdxica de las células NK son NKG2A,
CD96, TIGIT, PD-1, SIGLEC-7, CD85j y los KIRs,

Entre los miembros de la familia NKG2 se encuentran receptores tanto de activacion
como de inhibicion. Investigaciones recientes revelaron que el complejo CD94 / NKG2A
reconoce el HLA-E, que se une a los péptidos lideres originados en los alelos HLA-A, -
B, -C 0 -G %l | De este modo, HLA-E est4 encargado de monitorear el nivel de
expresion general de moléculas MHC clase | en la superficie celular, lo que permite que
las células NK examinan las moléculas HLA de clase I, utilizando un solo tipo de receptor
941 La interaccion de CD94 / NKG2A con HLA-E transmite sefiales negativas a través
de la subunid ad NKG2A la cual lleva consigo un domino ITIM ®% 1o que suprime las
funciones efectoras de las células NK. La alteracion en la expresion de HLA-E y CD94 /
NKG2A esta reportada en numerosas patologias de tipo maligno y se asocia con un
prondstico desfavorable. En pacientes con cancer colon-rectal, la expresion tumoral de
HLA-E se asocia con un menor tiempo de supervivencia sin enfermedad 61, En pacientes
con cancer de mama, la expresion de NKG2A por células NK infiltrantes de tumores
aumenta con la progresion del cancer y se correlaciona con funciones de las células NK

alteradas °71.

TIGIT (del inglés, T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) y CD96 (también
conocido como TACTILE, del inglés: T cells-activated increased late expression) son
receptores de inhibicion que pertenecen a la familia de inmunoglobulinas. Mientras que
DNAM-1 (del inglés, DNAX Accessory Molecule-1) media sefiales de activacion, TIGIT
y CD96 contrarrestan la activacion al proporcionar sefiales de inhibicion, (un sistema
similar al de CD28/CTLA-4) 1. Cémo se mencion6é con anterioridad, DNAM-1
reconoce al receptor de poliovirus CD155, el cual es también ligando para CD96 y TIGIT
mientras que la molécula de adhesion de nectina CD112 es reconocida solo por DNAM
y TIGIT.

Tanto TIGIT como CD96 contienen un motivo ITIM donde median las sefiales de
inhibicion en leucocitos. Sin embargo, aun no esta bien descrito las moléculas que

intervienen en la via de sefializacién cascada abajo. Por otro lado, TIGIT posee un motivo
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similar a ITT que puede ser responsable de la union de GRB2, que media el reclutamiento
de SHIP1 [%8],

CD96 se expresa de forma constitutiva en células NK mientras que TIGIT aumenta su
expresion en células NK activadas [*°. No hay evidencia hasta ahora del papel que
desempefian TIGIT y CD96 como moléculas inhibitorias, o si ambas median sefiales de
inhibicidn por mecanismos de accion similares o diferentes. No obstante, esta reportado
que la union de TIGIT a CD155 disminuye la citotoxicidad directa de las células NK,
mientras que CD96 disminuye principalmente la secrecion de IFN-y [0 101 Datos
recientes han demostrado que el bloqueo de la interaccién TIGIT mediante la ablacion
genética o el uso de anticuerpos monoclonales anti-TIGIT, conduce a una mayor
inmunidad antitumoral mediada por células NK. Por consiguiente, se observa una mejoria
en el control del crecimiento tumoral en un modelo murino de metastasis [, Por lo
anterior, TIGIT y CD96 juegan un importante rol en la regulacion de la actividad efectora

de células NK al contrarrestar las sefiales activadoras de DNAM 99,

CD85j es un receptor de superficie de la superfamilia de Ig llamadas transcripciones
similares a las Ig (ILT, del inglés lIg-Like Transcripts) o receptores similares a las
inmunoglobulinas leucocitarias (LIR, del inglés Leukocyte Immunoglobulin-like
Receptors). CD85j se expresa en la superficie de las células B, plasmaticas, dendriticas,
monocitos, subconjuntos de células NK y T. CD85j también es conocido como ILT2,
LIR1 o LILRB1 y MIR7; contiene cuatro dominios Ig y motivos ITIM en su cola
citoplasmatica que proporcionan sefiales inhibitorias tras reclutar SHP-1. Los ligandos de
CD85j incluyen una amplia gama de moléculas HLA-A, -B, algunas moléculas HLA-C

y HLA-G, y la proteina UL18 del citomegalovirus humano [103 1041

Dentro de toda variedad de receptores de inhibicion que poseen las células NK, se
encuentran los receptores tipo inmunoglobulina de células asesinas (KIRs, del inglés
killer-cell immunoglobulin-like receptors), que quizas sean los mejores descritos. Los
receptores KIRs, contribuyen en gran medida a mantener el equilibrio inmunologico,
debido que son los responsables de frenar la actividad citotdxica de las células NK, al
reconocer “lo propio” en células sanas. Méas adn, los KIRs son los receptores responsables
de que durante el proceso denominado “missing-self”, las células NK en ausencia de las
moléculas MHC-I puedan desencadenar su actividad citotoxica hacia las células
blancol*.
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Ademas de participar con sefiales de inhibicion, algunas moléculas de la familia KIR
tienen actividades opuestas como los receptores KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS4, KIR2DS5 y KIR3DS1 y el receptor KIR2DL4 con funcion dual0s,

De esta familia, son 8 los receptores con funcién de inhibicion (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3). Los genes de la
familia KIR son los genes mas polimarficos que poseen las células NK. Hasta el 2020, se

conocian mas de 1110 alelos de esta familia 1%,

En general, los receptores KIRs con cola citoplasmatica corta (S) contienen un motivo
activador basado en tirosina (ITAM, del inglés immunoreceptor tyrosine-based activatory
motif), mientras que los receptores KIRs con cola citoplasmatica larga (L) contienen un
motivo inhibidor basado en tirosina (ITIM, del inglés immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) [0%1,

Los receptores KIR reconocen moléculas HLA clase | como ligandos (HLA-C y HLA-
B). Cuando los receptores KIR de activacion entrecruzan con sus respectivos ligandos,
resulta en la fosforilacion de los dominios ITAM contenidos en DAP12 de sus colas
citoplasmaticas. La fosforilacion de los sitios ITAM a su vez, resulta en el reclutamiento
de Syk y ZAP70. En esta via de sefializacion, también participan LAT, Shc, GRB2 y
3BP2. Syk interactla con SLP76 y activa a Vav. Las vias de sefializacién ZAP70 y Syk
dan lugar a que ERK y MAPK desencadenen la citotoxicidad de las células NK. Por otro
lado, cuando los receptores KIR inhibitorios entrecruzan con moléculas HLA-I, las vias

de activacion son blogueadas a través de la desfosforilacion de Vav-1 por SHP-1y SHP-
2 [105]

SUBPOBLACIONES DE CELULAS NK

Las células NK humanas se dividen clasicamente en dos subconjuntos mayoritarios,
CD569MCD16" y CD56°""CD16 ', los cuales difieren en su estado de maduracion y
por ende en su capacidad funcional. El subconjunto CD569™CD16" representan
aproximadamente el 90% de la poblacion total de células NK en sangre periférica,
mientras que la poblacion CD56""9"CD16~/ "% representa solo el 10%. El subconjunto
CD56"9" CD16™/ ' posee mayor capacidad proliferativa y su funcién radica en la
liberacion de citocinas proinflamatorias tales como IFN-y y TNF-a, con lo que contribuye
a regular la funcion de otras células inmunes. El subconjunto CD56%™CD16" posee una

capacidad proliferativa considerablemente menor, pero cuenta con una maquinaria que le
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proporciona llevar a cabo una actividad citolitica especifica contra células blanco. Esta
maquinaria depende de la liberacion de granulos citotdxicos precargados con perforina y
granzima. Ademas, con la adquisicién del receptor de baja afinidad por la fraccion Fc de
anticuerpos, CD16, las células NK adquieren un mecanismo adicional e independiente de
la citotoxicidad natural, el cual depende del reconocimiento de células blanco
previamente marcadas con anticuerpos. Este mecanismo se conoce como citotoxicidad
mediada por anticuerpos (ADCC, del inglés Antibody-dependent cell-mediated

cytotoxicity)3 451,

MARCADORES DE MADURACION

Dentro de la poblacion total de células NK podemos encontrar estadios de maduracion,

cada uno con fenotipo y funciones especificas. Por ejemplo, la subpoblacion de células
NK CD56%™M que proviene de la poblacion CD56™9" | se identifica por la densidad de
expresion de CD56 y la expresion de CD16 [196-1%°1 Dyrante el proceso de maduracion,
las células NK pierden los receptores de citotoxicidad natural (NCRs, del inglés Natural
Cytotoxicity Receptors) en su superficie, mientras que a su vez, adquieren la expresion
de CD16, receptores KIR, 2B4 y LIR-1 101,

Por otro lado, Sandra Lopez y colaboradores reportan que CD57 define un subgrupo de
células NK humanas maduras. Reportan que, el subgrupo de células NK CD56%™ CD57*
tiene capacidad proliferativa reducida pero no muestran incremento en la susceptibilidad
a la muerte celular inducida por activacion, lo que sugiere que es un subgrupo de células

NK maduras, mas no exhaustas o senescentes como en el caso de células T CD8*CD57*
[110-112]

CELULAS NATURAL KILLER EN LA INMUNOVIGILANCIA CONTRA EL
CANCER

El sistema inmunoldgico se encuentra equipado con células capaces de reconocer y
eliminar células malignas. Los linfocitos T y las celulas Natural Killer (NK, del inglés
Natural Killler) juegan un rol importante en la defensa contra células cancerigenas. La
capacidad efectora de las células NK esta regulada por receptores activadores o
inhibidores codificados en la linea germinal 13451, En las Gltimas décadas, el papel de las
células NK ha cobrado relevancia por su participacion directa en la eliminacion de células

cancerosas. Por ejemplo, la evaluacion de la frecuencia relativa, citotoxicidad, expresion

20



de receptores e infiltracion en microambiente tumoral, son algunas de las caracteristicas
evaluadas en las células NK de pacientes con diversas malignidades ™%, Evidencia
clinica sugiere que un mayor nimero de células NK infiltrantes en las biopsias de tumores
s6lidos se asocia con un mejor prondstico en pacientes con cancer 1. Asimismo,
también se ha demostrado en numerosos modelos in vivo el papel activo de las células
NK en la proteccion y erradicacion de neoplasias malignas hematopoyéticas 1'%, Una
evidencia clara del papel que juegan las células NK en la inmunovigilancia del cancer
estd descrita en los trasplantes alogénicos haploidénticos de células progenitoras
hematopoyéticas (HSCT, del inglés Haematopoietic Stem Cell Transplantation)
utilizados en pacientes con leucemia, donde las células NK del donador desarrollan una
funcion citotoxica antileucémica dirigida hacia las células malignas del hospedero. A
pesar de que el trasplante de células progenitoras puede controlar la enfermedad de
manera efectiva, este tipo de terapia se ha administrado solo en grupos limitados de
pacientes debido al riesgo de toxicidad y de desarrollar enfermedad injerto contra huésped
que pone en peligro la supervivencia del paciente [**. En general, las terapias basadas en
células NK ofrecen nuevas alternativas de terapias menos invasivas que las actuales. No
obstante, aun falta mucha investigacion basica por hacer para entender mejor la naturaleza

de las células NK en los diferentes ambientes tumorales.

ANTECEDENTES DE CELULAS NK EN LEUCEMIAS

Las células NK han demostrado ser cruciales en la inmunivigilancia contra el cancer, tanto
en tumores so6lidos como hematopoyéticos. Especificamente en el contexto de las
leucemias, existen precedentes acerca de un fenotipo inhibitorio de las células NK
inducido por el microambiente leucémico, a través de TGF-B1. Por ejemplo, Rayne y
colaboradores reportaron dicho fenotipo inhibitorio de células NK en pacientes
pediatricos (en Texas) con LLA de linaje B al momento del diagnostico, el cual consiste
en la sobre expresion del receptor de inhibicion NKG2A y una menor expresion del
receptor de activacion NKP46 (Figura 5). Dicho fenotipo inhibitorio correlaciond con la
actividad citotoxica disminuida en pacientes pediatricos con B-ALL en comparacion con
controles pediatricos de la misma edad (Figura 6). Adicionalmente, Rayne vy
colaboradores, también mostraron la capacidad que tienen los blastos de pacientes con B-

ALL de inducir dicho fenotipo inhibitorio en células NK sanas (Figura 7)1,

21



NKG2A NKG2D NKp30 NKp44 . NKp46

)

Figura 5: Fenotipo inhibitorio en células NK de pacientes con LLA de linaje B vs

HC

ALL

controles pediatricos sanos (HC) pareados por edad. Los histogramas representan el
fenotipo de superficie de células NK en un paciente ALL representativo y control sano.
Los histogramas sin sombra representan el control del isotipo y los histogramas

sombreados representan tincién con los anticuerpos monoclonales especificos 1271,
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Figura 6: Lisis especifica. Células blanco K562 (linea continua y circulo sélido) y
blastos aut6logos (linea punteada y circulo solido) en co-cultivo con células NK de
pacientes al DX, en comparacion con células NK sanas contra K562 (triangulo invertido)
(n = 5). Las barras de error indican el error estandar de la media 71
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Figura 7: Blastos de LLA suprimen las funciones efectoras de las células NK
mediante la liberacion de factores solubles, incluido el TGFB1. Medicion de CD107a,
IFN-y y TNF-a de células NK de controles solas, células NK de controles co-cultivadas

con células B sanas alogénicas, células NK co-cultivadas con blastos de LLA '],

22



Estos datos sugieren que tanto NKP46 como NKG2A son receptores importantes en la

regulacion de la activacion de células NK en el contexto leucémico.

Por otro lado, el eje de receptores DNAM-TIGIT-CD96 han demostrado jugar un rol
importante en el contexto de leucemia mieloide aguda, donde se ha reportado una clara
disminucion de la expresion de DNAM en células NK de pacientes adultos (Figura 8).
Ademas, se ha encontrado que estos pacientes tienen un incremento de una subpoblacion
de células NK DNAM TIGIT*TACTILE* (Figura 9). Los bajos porcentajes de esta
subpoblacion se asocia con una mejor sobrevida de los pacientes adultos con LMA

(Figura 10)t'181,
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Figura 8: Expresion de DNAM, TIGIT y TACTILE en células NK de pacientes con
LMA (n=36) y controles sanos (n=20). Las lineas verticales indican rangos intercuartiles
de las percentiles 25 a 75. Las lineas horizontales indican los valores de las medianas.
Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos a * p=0.02 y ***

p<0.000118],
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Figura 9: Analisis de coexpresion de DNAM-TIGIT-CD96 en células NK en
pacientes adultos con LMA y controles sanos. Los valores de las medianas estdn
indicados por la linea negra horizontal. *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001'!8],
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Figura 10: Analisis de sobrevida Kaplan-Meier en pacientes con LMA (n=26).
Pacientes estratificados de acuerdo con la coexpresion de TIGIT y TACTILE en células
NK DNAM-. La linea punteada azul corresponde a pacientes con porcentajes elevados de
DNAM TIGIT'TACTILE". La linea roja coresponde a pacientes con bajos porcentajes de
células DNAM TIGIT ' TACTILE" (8],

Los datos anteriores, proponen que el eje de DNAM-TIGIT-CD96 puede jugar un rol
importante en las células NK en neoplasias malignas hematopoyéticas que no esté

limitado a LMA.

En resumen, en las Gltimas décadas, la evaluacion del papel pronostico de las células NK,
tanto en tumores solidos como hematopoyéticos, ha cobrado relevancia. La evaluacion de
la frecuencia relativa, citotoxicidad, expresion de receptores e infiltracion en
microambiente tumoral, son algunas de las caracteristicas evaluadas en las células NK de

pacientes con diversas malignidades en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos.
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JUSTIFICACION

La leucemia es el cancer mas frecuente en la poblacion infantil a nivel mundial y México

es uno de los paises con mayor incidenciay mortalidad por leucemia en poblacion infantil.

La principal defensa contra células malignas son los linfocitos T y las células NK. En las
ultimas décadas, se ha demostrado en numerosos modelos in vivo, el papel activo de las
células NK en la proteccion y erradicacion de neoplasias malignas hematopoyéticas. Una
evidencia clara del papel que juegan las células NK en la inmunovigilancia del cancer
estd descrita en los estudios de trasplantes alogénicos haploidenticos de células
progenitoras hematopoyéticas utilizados en pacientes con cancer, donde las células NK
del donador desarrollan una funcion citotoxica antileucémica dirigida hacia las células
malignas del huésped 141161, Esta funcion citotoxica de las células NK se define por un
delicado balance entre las sefiales de activacion e inhibicion que recibe como resultado
de la interaccion con la célula blanco y su entorno. Sin embargo, se sabe que las células
tumorales tienen diferentes mecanismos de evasion de la respuesta inmune influyendo en
el fenotipo y afectando la capacidad citotoxica de las células NK. Por esa razon, la
evaluacion del papel prondstico de las células NK, tanto en tumores sélidos como
hematopoyéticos, ha cobrado relevancia en los ultimos afios. La evaluacion de la
frecuencia relativa, citotoxicidad, expresion de receptores e infiltracion en microambiente
tumoral, son algunas de las caracteristicas evaluadas en las células NK de pacientes con

diversas malignidades en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos.

En este estudio nos propusimos conocer la biologia de las células NK, mediante la
evaluacion del fenotipo y capacidad citotdxica, en pacientes con LLA al momento del
diagnostico con la finalidad de identificar marcadores de tipo prondstico.
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HIPOTESIS

Las células NK de pacientes pediatricos con LLA al momento del diagnostico presentan
una disminucion en la expresion de receptores de activacion (NKG2D, NKG2C, NKP46,
CD57, CD16, CD69 y DNAM), asi como un aumento en la expresion de receptores de
inhibicién (NKG2A, TIGIT, CD85J y CD96) respecto a un grupo pediatrico control. La
alteracion en la expresion de receptores esta asociada con la disminucion en la actividad

citotoxica de las celulas NK de los pacientes y con variables clinicas de tipo prondstico.
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OBJETIVO GENERAL

Conocer el fenotipo y capacidad citotoxica de células NK de pacientes pediatricos con

LLA al momento del diagnéstico asi como su asociacion con variables clinicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Analizar la expresion de receptores de activacion y de inhibicion en células NK de

pacientes pediatricos con LLA al momento del diagndstico.

2.- Evaluar la funcion citotoxica de células NK de pacientes pediatricos con LLA al

momento del diagnostico.

3.- Evaluar asociacion entre fenotipo y funcion con variables clinicas.
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METODOLOGIA

DISENO

Es un estudio de cohorte prospectivo analitico y multicéntrico, para realizar la
caracterizacion inmunofenotipica y funcional de células NK en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda al momento del diagndstico sin tratamiento

quimioterapéutico.

ASPECTOS ETICOS

El protocolo se registré en la comision nacional de la investigacion cientifica y ética del
IMSS y se obtuvo el nimero de registro: R-2016-785-042 a nombre del Dr. Juan Manuel
Mejia Aranguré miembro del comité tutor. Ademas, se presentd el protocolo de
investigacion y se aprob6 por los comités de investigacion y ética de los hospitales
participantes. Se solicitd consentimiento a los padres de los menores y asentimiento
informado en aquellos nifios y nifias mayores a 18 afios de edad de acuerdo con la

declaracion de Helsinki (Anexo 1y Anexo 2).

RECLUTAMIENTO DE MUESTRAS

El reclutamiento de muestras comenzo el 23 de noviembre del 2018 y finalizo6 el 13 de
marzo del 2020 en hospitales pertenecientes a IMSS, ISSSTE y SS de la ciudad de
Mexico. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se enlista los

hospitales participantes de obtencion de muestra de pacientes y controles.

Tabla 3: Centros hospitalarios participantes

Hospitales de casos LLA Hospitales de individuos controles

Hospital General de México, SS Hospital General Regional Ignacio Zaragoza, ISSSTE
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE Hospital General Dr. Gustavo Baz Prada, SS

Centro Médico Nacional Siglo XXI- Oncologia, IMSS Hospital General Las Américas, SS

Centro Médico Nacional Siglo XXI- Hematologia, IMSS Hospital General La Perla Nezahuacoyotl, SS
Hospital Pediatrico Moctezuma, SS Hospital Pediatrico La Villa, SS

Hospital Juarez de México, SS Hospital General de Zona 98, IMSS

Hospital Regional ISSSTE Tipo B de Alta Especialidad

Bicentenario de la Independencia, ISSSTE Hospital General Regional Zona 72, IMSS

Hospital Regional lero de Octubre, ISSSTE

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social. ISSSTE: Sitio de Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado. SS: Secretaria de Salud.
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CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRAS (PACIENTES):

Criterios de Inclusion

. Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios, con diagnoéstico de LLA.
. Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado.
. Atendidos en los hospitales participantes.

Criterios de exclusion
. Genopatias que predispongan al desarrollo de Leucemia (Sindrome de Down,
Anemia de Fanconi, Sindrome de Bloom, etc.)

. Inmunodeficiencias congénitas o adquiridas.

Criterios de eliminacion

. Pacientes cuya muestra sea insuficiente o no se haya podido obtener al momento
del diagndstico.

. Muestras procesadas en un intervalo de tiempo mayor a 48 horas.

CRITERIOS DE SELECCION PARA LOS CONTROLES:

Criterios de Inclusion

. Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios atendidos en hospitales de

primero y segundo nivel, preferentemente de la misma institucién (SS, IMSS, ISSSTE,

GDF)
. Concurrentes + 6 meses
. Que acepten participar en el estudio mediante consentimiento informado.

Criterios de exclusion

. Padecimientos genéticos

. Patologia inmunoalérgica, cuadros infecciosos, enfermedades genéticas
identificadas

. Enfermedades cronicas como cardiopatias, insuficiencia renal o diabetes.
Criterios de eliminacion

. Muestra insuficiente

. Muestras procesadas en un intervalo de tiempo mayor a 48 horas.
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DIAGNOSTICO CLINICO

El diagndstico de LLA fue establecido por hematologos/oncologos pediatricos de acuerdo
con las caracteristicas clinicas y los hallazgos del aspirado de médula 6sea: morfologia
celular, inmunofenotipo y genética (las principales translocaciones en nifios con LLA-B:
ETV6-RUNX1; TCF3-PBX1; MLL-AFF1, BCR-ABL1), segun la clasificacion de
neoplasias linfoides de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2008.

SEGUIMIENTO DE MUESTRAS

Los pacientes tuvieron un seguimiento de hasta 4 afios después del diagnostico donde se

monitore6 recaidas y defunciones.

MUESTRAS

Se emplearon muestras de sangre periférica obtenidas en tubos vacutainer con EDTA y
transportadas a temperatura ambiente desde la CDMX a Cuernavaca, Morelos, donde
fueron procesadas en un periodo menor a 48 hrs a partir de la toma.

Las muestras de los pacientes con sospecha de LLA se obtuvieron junto con la muestra
para hacer el diagnostico clinico, por lo que el paciente no estaba en tratamiento
quimioterapéutico y no se contaba con un diagndstico confirmado, por lo que el analisis

de las muestras bioldgicas se realizd en ciego.

ANTICUERPOS

Para identificar la poblacion de células NK se empled el siguiente coctel de anticuerpos:
anti-CD56 (clona: 5.1H11) acoplado al fluorocromo APC, anti-CD3 (clona: OKT?3), anti-
CD20 (clona: 2H7) y anti-CD14 (clona: 63D3) acoplados a FITC.

El anélisis de caracterizacion fenotipica se realiz6 con cocteles, estandarizados en este
proyecto, de los siguientes anticuerpos: anti-NKG2A (clona: REA110), anti-CD96
(clona: NK92.39) y anti-CD85j (clona: GHI/75) acoplados a PE; anti-NKG2C (clona:
REAZ205) acoplado a PE/Vio 770; anti-NKG2D (clona: 1D11) y anti-TIGIT (clona:
A15153G) acoplados a PerCP/Cy5.5; anti-NKP46 (clona: 9E2) y anti-CD57 (clona:
HCD57) acoplados a Pacific Blue; anti-CD69 (clona: FN50) y anti-DNAM (clona: 11A8)
acoplados a Brilliant Violet 510 y anti-CD16 (clona: 3G8) acoplados a APC/ Cy7.

En los ensayos funcionales se utilizé el mismo panel para la identificacion de células NK

que se describid lineas anteriores. Se utiliz6 anti-CD107a (clona: H4A3) acoplado a PE
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para la deteccion de granulos citotdxicos. En los ensayos de citotoxicidad dependiente de
anticuerpo se utilizé el anticuerpo anti-CD16 Purified (cat: 302050) para incubar con la
linea celular P815.

Todos los anticuerpos utilizados tanto en la fenotipificacion como en los ensayos

funcionales fueron de la marca Biolegend a excepcion de anti-NKG2A y anti- NKG2C,
cuya marca fue MILTENYI

EVALUACION DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE SUPERFICIE

Para llevar a cabo la caracterizacion fenotipica se emplearon 3 diferentes paneles de
anticuerpos previamente disefiados y estandarizados en este proyecto (Anexo 3) para la
deteccion de las siguientes moléculas: NKG2D, NKG2A, NKG2C, NKP46, CD69,
TIGIT, CD96, DNAM, CD57, CD85j y CD16. Se utiliz6 75uL de sangre total por panel,
se incubaron con los anticuerpos previamente descritos por 30 minutos en frio y cubiertos
de la luz. Posteriormente se lisaron los eritrocitos con buffer de lisis (BD Pharm lyse cat:
555899) incubando 15 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas 2
veces con PBS 1 X vy, posteriormente, fijadas con PFA al 2% para su posterior
adquisicion. Las muestras fueron adquiridas en citometro FACS Canto Il y analizadas

con los programas flowjo e Infinicyt.

ENSAYOS FUNCIONALES

Inicialmente las células mononucleares se aislaron por gradiente de Ficoll Paque

(PREMIUM) vy se confirmd su viabilidad por conteo celular con azul tripano. Una vez
aisladas las células mononucleares de sangre periférica estas se emplearon para evaluar
dos mecanismos de la funcidon efectoras: 1) citotoxicidad natural, utilizando cémo blanco
la linea celular K562 y 2) citotoxicidad mediada por anticuerpo reversa a través de CD16,

empleando como blanco la linea celular P815.

Los ensayos de degranulacion se realizaron con PBMC’s y se pusieron en co-cultivos
independientes con las lineas celulares K562 y P815. Previo al ensayo, Unicamente las
células P815 se incubaron 30 min con anti-CD16 (2.5ug-1x10° células) y fueron lavadas
para su posterior uso. Para ambos ensayos se utilizaron 2x10° células / mL y se incubaron
en una concentracion 1:1 (célula blanco: PBMC’s) durante 3 horas a 37°C, 5 % de CO>

(STIK) con medio RPMI enriquecido con FBS al 10% en placas de 96 pozos fondo U.
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Posterior a la incubacion, las células fueron lavadas y tefiidas con los anticuerpos
respectivos para la identificacion de células NK, colorante de viabilidad (LIVE/DEAD
Fixable Violet Dead cell Stain Kit cat: L34955) y anti-CD107a. Las muestras fueron

adquiridas en citometro FACS Canto Il y analizadas con los programas flowjo e Infinicyt.

ANALISIS DE CITOMETRIA

El protocolo de adquisicion de eventos y andlisis de citometria de flujo consistio en lo

siguiente: 1) Inicialmente, se excluyeron agregados y células muertas graficando FSC-A
(tamarfio en &rea) versus FSC-H (tamafio en altura) partiendo del principio de que dobletes
y células agregadas tienen un &rea o altura mayor a las células individuales (Figura 11 A
y E). 2) Posteriormente, se identifico y selecciond la poblacion tipo linfocitaria mediante
criterios de FSC (tamafio) y SSC (granularidad celular), como se observa en la Figura 11
By F. 3) En el caso de los ensayos funcionales, se evalu6 la viabilidad celular con ayuda
del colorante LIVE/DEAD Fixable Violet Dead cell (Figura 11jError! No se encuentra
el origen de la referencia. C). 4) A continuacion, se identificaron las células con fenotipo
NK, de acuerdo con los marcadores CD56%, CD3", CD14", CD20", como se muestra en la
Figura 11 D y G. 5) Con ayuda de los marcadores CD3, CD14, CD20 y colorante de
viabilidad (en ensayos funcionales) se excluyeron del andlisis poblaciones linfocitarias
no deseadas como células T, células B, monocitos, y células muertas (Figura 11). Una vez
ubicadas la poblacién de células NK se procedi6 al andlisis de fenotipificacion y ensayos

de funcionalidad.
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Figura 11: Estrategia de analisis de citometria. A-D) Estrategia de analisis para
ensayos funcionales. E-G) Estrategia de analisis para fenotipificacion de receptores de
superficie. El protocolo de adquisicion de eventos y analisis de citometria de flujo
consistio en: 1) La exclusion de agregados y células muertas graficando FSC-A (tamafio
en area) versus FSC-H (tamario en altura). 2) Posteriormente, se identifico y selecciono
la poblacion tipo linfocitaria mediante criterios de FSC (tamafio) y SSC (granularidad
celular). 3) En el caso de los ensayos funcionales, se evaluo la viabilidad celular con
ayuda del colorante LIVE/DEAD Fixable Violet Dead cell. 4) A continuacion, se
identificaron las células con fenotipo NK, de acuerdo con los marcadores CD56", CD3",
CD14, CD20.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se evalud la distribucién con respecto a la normalidad para las variables cuantitativas

utilizando la prueba de Shapiro-Wilk considerando un valor de p < 0.05 como
estadisticamente significativo para rechazar la hipétesis nula de que la distribucion de las
variables era de tipo paramétrico. Tras evaluar dicha distribucion en nuestras variables de
estudio de tipo continuas, estas mostraron una distribucion no paramétrica y por tanto los
datos fueron analizados con la prueba estadistica no paramétrica para valores
independientes, U de Mann-Whitney con hipotesis de una cola. Se grafico y analizé con
programa Graphpad prism 5.01. Las barras de las graficas indican el promedio y la
desviacion estandar.

Se realizaron andlisis bivariados y regresiones logisticas con variables categéricas
utilizando la percentil 50 de los inmunoreceptores del grupo control como punto de corte
para identificar una menor o mayor expresion de dichos marcadores (Anexo 4). La razon
de momios se ajustd por variables confusoras como: edad, sexo, infecciones durante el
primer afio de vida y antecedente de alergias y los Intervalos de Confianza (IC) fueron
del 95 %. Dichos analisis fueron realzados en el programa SPSS. Simbologia de
significancia estadistica: *:p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001.

ANALISIS BOOLEANO

Mediante analisis booleanos se evaluo la coexpresion de DNAM, NKG2D y 2B4; asi

como el eje de DNAM-TIGIT-CD96. Los pacientes se distribuyeron en dos categorias de

acuerdo con el percentil 50 de los inmunoreceptores del grupo control como punto de
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corte para identificar una menor o mayor expresion de dichos marcadores (Anexo 4). Los

perfiles de fenotipos se analizaron con el paquete R version 6.1.0. software.

RESULTADOS

DESCRIPCION DE LA POBLACION

Originalmente se recibieron 107 muestras de posibles casos de LLA, las cuales se
analizaron por igual sin tener un diagnostico confirmado, por lo tanto, el anélisis de las
muestras bioldgicas se realizd en ciego. De las 107 muestras procesadas, se descartaron
del analisis 21 pacientes que no pertenecieron al diagnostico de LLA y 14 muestras que
no cumplieron otros criterios de inclusion o estandares de calidad, dejando un total de 72
muestras de pacientes de LLA al momento del diagndstico que cumplen con los criterios
de inclusion (Figura 12). El grupo control se conformo por 21 individuos pediatricos

pareados por edad con los pacientes.

Del grupo control, diez individuos fueron del sexo femenino (47.6%) y once de sexo
masculino (52.4%), mientras que treinta y dos pacientes con LLA fueron del sexo
femenino (44.4%) y cuarenta del sexo masculino (55.5%). El 61.90 % de los controles y
63.88 % de los pacientes presentaron infecciones durante primer afio de vida, mientras
que el 38.09 % de los controles y 16.66 % de los pacientes presentaron antecedentes de
alergias. En la Tabla 4 se muestra que no hubo diferencias significativas entre la poblacién
de controles vs pacientes, salvo en antecedentes de alergias. Lo anterior puede explicarse
con la hip6tesis que algunos autores apoyan de que las alergias estan asociadas como un
factor protector ante la leucemia y por ende, una baja frecuencia de pacientes con LLA

tienen historial alérgico**l.
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L
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Figura 12: Universo de muestras de pacientes procesadas. Se recibid y procesd un

total de 107 muestras de posibles casos de LLA, de las cuales se descartaron del analisis

21 pacientes que no pertenecieron al diagnostico y 14 muestras que no cumplieron otros

criterios de inclusién o estandares de calidad. Mientras que, 72 muestras de pacientes de

LLA al momento del diagnostico si cumplieron con todos los criterios de inclusion.

Tabla 4: Caracteristicas generales de controles y pacientes

Controles LLA
Variables de estudio n=21 n=72 P*
n (%) n (%)
Sexo
Femenino 10 (47.6) 32 (44.4)
Masculino 11 (52.4) 40 (55.6) 0.80
Grupos de edad (afios)
<1 1(4.7) 1(14)
1-9 11 (52.4) 42 (58.3) 0.61
=10 9 (42.9) 29 (40.3)
Infecciones en el primer
afo de vida
No 8 (38.1) 26 (36.1)
Si 13 (61.9) 46 (63.9) 0.87
Alergias
No 13 (61.9) 60 (83.3)
Si 8 (38.1) 12 (16.7) 0.03

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda; *: Ji cuadrada o prueba exacta de Fisher cuando fue apropiada.

En este grupo de pacientes la leucemia que predomino fue Pre-B (97.2%), catorce

tuvieron una cuenta leucocitaria por arriba de 50,000 (19.4%), y en cinco de ellos,

solamente fue posible identificar la presencia rearreglos genéticos (6.9%). Siete pacientes
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presentaron recaida durante el tratamiento (9.7%) y hasta el 2022 se registraron ocho
decesos (11.1%) (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas clinicas de tipo prondstico y desenlace de los pacientes.

n=72
ALL
N=T72 n (%)
Cuenta leucocitaria
< 50,000 58(80.55)
= 50,000 14(19.44)
Rearreglo
No Detectado 67(93.05)
Detectado 5(6.94)
Immunofenotipo
Pre-B 70(97.22)
Células T 2(2.78)
Recaida
No 65(90.27)
Si 7(9.72)
Defuncion
No 64 (88.88)

Si 8(11.11)

Con el objeto de conocer si existen asociaciones entre el fenotipo y funcién de células
NK con distintas variables clinicas de la enfermedad, se realizaron regresiones logisticas
entre controles y pacientes con razon de momios ajustada por variables confusoras (edad,
sexo, infecciones durante el primer afio de vida e historial alérgico), asi como analisis
bivariados entre pacientes con distintas caracteristicas clinicas (edad mayor a 10 afios,
sexo masculino, infecciones durante el primer afio de vida, historial alérgico, cuenta
leucocitaria por arriba de 50,000, deteccion de rearreglo, inmunofenotipo de células T,
recaida y defuncién). En ambos casos se utilizaron intervalos de confianza (IC) del 95%.

FENOTIPIFICACION DE CELULAS NK DE SANGRE PERIFERICA

En la busqueda de alteraciones fenotipicas se analizé el porcentaje de células NK totales
de sangre periférica, asi como las subpoblaciones de células NK CD56%™ y CD56°19",
Del analisis del fenotipo se obtuvieron las frecuencias de expresion, asi como de la
intensidad media de fluorescencia de receptores de superficie de activacion (NKG2D,
NKG2C, NKP46, CD57, CD16, CD69 y DNAM), asi como de inhibicion (NKG2A,
CD85j, TIGIT y CD96). Ademas, se analiz6 la distribucion y fenotipo de células NK en

4 estadios de maduracién de acuerdo con la expresion de NKG2A y CD57.

Los pacientes mostraron una menor frecuencia de células NK totales, asi como en las

subpoblaciones CD56%M y CD56°9" (p < 0.0001) que el grupo control (Figura 13).
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Figura 13: Porcentaje de células NK totales, subpoblaciones CD56%™ y CD56°Fidht en

sangre periférica de controles y pacientes pediatricos con LLA. A) Imagen

representativa de poblacion total y subpoblaciones de células NK CD56%™ y CD561 19

en controles y pacientes. B) Porcentajes de poblacion total de células NK vy

subpoblaciones CD56%My CD56"9" en controles (n=21) y pacientes (n=72).

Una vez conocidas las frecuencias de celulas NK en sangre periférica, se evalu6 el

porcentaje de células NK que expresan receptores de activacion. Nuestros resultados

mostraron que los pacientes pediatricos con LLA, al momento del diagnostico, cursan

con una menor frecuencia de células NK que expresan diferentes receptores de activacion
en contraste del grupo control: NKP46 (p = 0.0252), NKG2C (p = 0.0084), NKG2D (p =

0.0008), DNAM (p < 0.0001) y CD57 (p = 0.0175) (Figura 14).
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Figura 14: Evaluacién del porcentaje de expresion de receptores de activacion en
poblacién total de células NK de controles y pacientes pediatricos con LLA. A)
Iméagenes representativas del porcentaje de expresion de receptores de activacion en
células NK de controles y pacientes. B) Porcentaje de células NK positivas para
receptores de activacion (NKP46, NKG2C, NKG2D, DNAM, CD57, CD69 y CD16) de

controles (n=21) y pacientes (n=72).

Adicionalmaente evaluamos las frecuencias relativas de células NK que expresan
distintos tipos de receptores de inhibicidn. Interesantemente, no se encontraron
diferencias significativas en las frecuencias relativas de células NK positivas para
receptores de inhibicidn entre pacientes y controles sanos. Sin embargo, econtramos una
disminucién estadisticamente significativa en la frecuencia de células NK totales CD96"
(p = 0.0268) (Figura 15). El receptor CD96 fue el Unico receptor de inhibicion cuya

proporcion difirio entre controles y pacientes.
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Figura 15: Evaluacion del porcentaje de expresion de receptores de inhibicion en
poblacién total de células NK de controles y pacientes pediatricos con LLA. A)
Imagenes representativas de la expresion de receptores de inhibicion en células NK de
controles y pacientes. B) Porcentaje de células NK positivas para receptores de inhibicion
(NKG2A, TIGIT, CD96 y CD85j) de controles (n=21) y pacientes (n=72).

Dado que la actividad litica de las células NK estd regulada por un balance entre las
sefiales de activacién e inhibicion, ademas del porcentaje de células que expresan los
receptores, evaluamos sus niveles de expresion. Interesantemente, encontramos que las
células NK de pacientes con LLA al momento del diagndstico tienen menor expresion
relativa (MIF) de los receptores de activacion NKG2D (p=0.0170), NKG2C (p=0.0040),
CD57 (p=0.0011), CD69 (p=0.0127) y DNAM (p=0.0005). Por otro lado, también
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encontramos una menor expresion relativa del receptor de inhibicion CD96 (p= 0.0045)

(Figura 16 y Anexo 5).

A)

Expresion Relativa (MFI)
(@]
]
@D
;

B)

9]
® CTRL
B LADX

100000

10000

s te

Expresion Relativa (MFIl)
L]

1000

100 {

LLA DX

Expresion Relativa (MFI)
(9]
9
@D
©

CDB8sj

Figura 16: Evaluacion de la Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) de receptores
en poblacion total de células NK de controles y pacientes pediatricos con LLA. A)
Histogramas representativos de MFI de receptores de activacion e inhibicion evaluados
en poblacion total de células NK en controles (escala logaritmica). B) Histogramas
representativos de MFI de receptores de activacion e inhibicion evaluados en poblacion
total de células NK en pacientes (escala logaritmica). C) Grafica (en escala logaritmica)
de MFI de receptores de activacion e inhibicion evaluados en poblacion total de células
NK en controles y pacientes. Prueba U de Mann-Whitney 1 cola. .*:p<0.05; **: p <0.01,
***: p <0.001.

EVALUACION DE COEXPRESION DE MARCADORES

Teniendo en cuenta que se observé menor frecuencia de células que expresan varios
receptores de activacion en células NK en pacientes con LLA en comparacion con los
individuos controles, se analizaron los patrones de expresién concurrentes para tales
receptores en las células NK de pacientes con LLA mediante un analisis booleano. Los
pacientes se distribuyeron en dos categorias segun el percentil 50 (Anexo 4). De acuerdo
con este percentil, se encontrd6 una menor frecuencia simultanea en la expresion
concurrente para los receptores DNAM-1, TIGIT y CD96 en las células NK en el 53%
(n=35) de los pacientes con LLA (Figura Figura 17 A), mientras que en el 16.2% (n=6)
de los pacientes con LLA, las frecuencias de células NK con expresion concurrente para
DNAM-1, TIGIT y CD96 fueron normales (Figura 17 B). Ademas, se analiz0 la expresion
concurrente para DNAM-1, 2B4 y NKG2D, encontramos que en el 71% (n=49) de los
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pacientes con LLA mostraron menor frecuencia de células NK con expresion concurrente
para DNAM-1, 2B4 y NKG2D (Figura 17 C), mientras que solo el 13% (n= 3) de los
pacientes con LLA presentaron una expresion simultanea normal para estos receptores de
activacion (Figura 17 D). Los datos anteriores sugieren que, el fenotipo dominante en
términos de expresion concurrente es aquel en el que existen menores frecuencias de

células NK positivas para distintas clases de receptores de activacion.
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Figura 17: Evaluacion de coexpresion de marcadores de superficie en células NK de
pacientes con LLA. A) Coexpresion de DNAM, TIGIT y CD96 en células NK de
pacientes con expresion por debajo de p50. B) Coexpresion de DNAM, TIGIT y CD96
en células NK de pacientes con expresion por arriba de p50. C) Coexpresién de DNAM,
2B4 y NKG2D en células NK de pacientes con expresion por debajo de p50. D)
Coexpresion de DNAM, 2B4 y NKG2D en células NK de pacientes con expresion por
arriba de p50.

Se conoce que el ambiente leucémico puede afectar el correcto desarrollo y/o
diferenciacion de otros linajes celulares, por lo cual decidimos evaluar cuatro estadios de
maduracion con base en la expresion de NKG2A y CD57 en superficie. Interesantemente,
nosotros encontramos que los pacientes con LLA muestran mayor proporcion de la
subpoblacion de células NK que son NKG2A"CD57" (p=0.0242), mientras que existe
menor frecuencia de células NK que son NKG2A CD57* (P=0.0474) (Figura 18A y B).
Asi mismo, dentro de estas subpoblaciones evaluamos la expresion relativa de receptores
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de activacion e inhibicion y encontramos consistencia en menor expresion para NKG2D,
DNAM y CD96 en cada una de las cuatro subpoblaciones de células NK analizadas.
Ademas, encontramos diferencias estadisticamente significativas en menor expresion de
NKG2C en las subpoblaciones NKG2A  CD57 y NKG2A™ CD57*; y menor expresion de
NKP46 en las subpoblaciones NKG2A*™ CD57" y NKG2A* CD57* (Figura 18 C). Ver
también Anexo 6.
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Figura 18: Evaluacion de subpoblaciones de células NK en estadios de maduracion
de acuerdo con los niveles de expresion de NKG2A y CD57, en controles y pacientes
pediatricos con LLA. A) Imagen representativa de la distribucion de subpoblaciones de
células NK en diferentes estadios de maduracion en controles y pacientes. B) Gréafica de
caja y bigote de la distribucion de subpoblaciones de células NK en diferentes estadios
de maduracién en individuos controles y pacientes. C) Evaluacion de MFI de receptores
de activacion e inhibicidn en subpoblaciones de células NK de controles y pacientes de
acuerdo con el estadio de maduracion. Prueba U de Mann-Whitney 1 cola. .*:p<0.05; **:
p <0.01; ***: p <0.001.
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EVALUACION DE CITOTOXICIDAD NATURAL DE CELULAS NK DE
SANGRE PERIFERICA

La alteracion en el fenotipo de células NK en pacientes con LLA sugiere alteraciones en
su funcion citotoxica. Para probar esta hipotesis evaluamos la capacidad citotoxica de las
células NK en 39 pacientes con LLA y en 12 individuos controles mediante ensayos de
degranulacion contra la linea celular K562, un tipo de célula sensible a la muerte por NK
(1171 Los resultados mostraron menor capacidad efectora de las células NK de algunos
pacientes con LLA, pero no en la mayoria de ellos, careciendo asi, de significancia

estadistica (Figura 19).
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Figura 19: Evaluacion de citotoxicidad natural de células NK de controles y
pacientes pediatricos con LLA contra células blanco K562. A) Imagen representativa
de ensayos de degranulacion con K562. B) ACD107a de ensayos de degranulacion con
células NK de controles (n=12) y pacientes (n=39). Prueba U de Mann-Whitney 1 cola.
*:p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001.
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DISMINUCION CONCOMITANTE DE RECEPTORES DE ACTIVACION EN
PACIENTES CON ADCC-R DISMINUIDA

Adicionalmente evaluamnos la citotoxicidad dependiente del receptor CD16. Estos
ensayos se realizaron con las células células NK de 32 pacientes con LLA y de 10
individuos controles mediante el reto contra la linea celular P815, recubierta o no con un
aticuerpo anti-CD16 acoplado. Nuestros resultados mostraron que las células NK de
pacientes pediatricos con LLA, tienen una desgranulacion significativamente menor que
los individuos controles (p = 0.0129) en respuesta al entrecruzamiento de CD16 (Figura
20 Ay B).

Una vez observados los patrones de coexpresion en células NK de pacientes con LLA,
nos cuestionamos si existia un fenotipo caracteristico en aquellos pacientes que
presentaron una capacidad citotdxica disminuida de acuerdo con los ensayos de
degranulacion dependiente de anticuerpo. Por ello, analizamos los patrones de expresion
concurrentes de receptores activadores en células NK de aquellos pacientes con una
degranulacion por debajo de la p50, mediante analisis booleano. Interesantemente,
encontramos que mas del 50 % de los pacientes con degranulacién disminuida, mostraron
una disminucion simultanea en el porcentaje de células NK que expresan el eje de
receptores DNAM-TIGIT-CD96 y DNAM-NKG2D-2B4 (Figura 20 C).
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Figura 20: Evaluacion de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo redirigida y
analisis booleano del fenotipo de células NK en pacientes con citotoxicidad

disminuida. A) Imagen representativa de ensayo de degranulacion dependiente de
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anticuerpo con células P815. B) ACD107a en células NK de controles (n=10) y pacientes
(n=32). C) Anélisis booleano de la coexpresion de receptores de superficie en células NK
de pacientes con degranulacién por debajo de la p50. Prueba U de Mann-Whitney 1 cola.
*:p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001.

EVALUACION DE CARACTERISTICAS DE CELULAS NK Y SU
ASOCIACION CON LA LEUCEMIA.

Se realizaron andlisis de regresion logistica para identificar asociaciones entre
caracteristicas de células NK (fenotipo, subpobaciones y funcion) y la leucemia
linfoblastica aguda ajustando la razon de momios con posibles variables confusoras como

sexo, edad, infecciones durante el primer afio de vida e historial alérgico

En los andlisis de regresiones logisticas y andlisis bivariados, las variables de frecuencia
de células NK positivas para cada receptor, densidad de expresion de receptores (MIF),
frecuencia de subpoblaciones y las unidades de medicién de citotoxicidad en los ensayos
funcionales (ACD107), fueron categorizadas de acuerdo con el percentil 50 (>y <) de los
individuos controles. En el (Anexo 4) se encuentra la tabla con los valores de p50 para
cada variable.

Encontramos que una mayor expresion de DNAM (MIF >937,4500) (OR =0.34; IC: 0.12-
0.95) y CD57 (MIF > 26387,0500) (OR =0.32; IC: 0.11-0.88) en células NK se asocia
negativamente con LLA, aun cuando la razén de momios fue ajustada por variables
confusoras. Lo que sugiere que los pacientes tienen una menor expresion de DNAM vy
CD57 en celulas NK que los controles. Interesantemente, la expresion de CD69 en células
NK no habia mostrado asociacion con LLA (OR =0.37; IC: 0.13-1.03), sino hasta que se
ajustd la razon de momios con variables confusoras, encontrando que una elevada
expresion de CD69 (MIF > 295,3500) en células NK se asocia negativamente con LLA.
Es decir, que las células NK de los pacientes tienen menor expresion de CD69 que los
controles. También encontramos que un elevado porcentaje de células NK que expresan
NKG2D (> 77.7%) (OR = 0.26; IC: 0.09-0.72) y DNAM (> 96%) (OR = 0.22; IC: 0.08-
0.62) se asocio negativamente con LLA, aun cuando la razén de momios fue ajustada por
variables confusoras. Lo que indica que los pacientes tienen menor porcentaje de células
NK DNAM™ y NKG2D* que los controles. Interesantemente, no se encontré algin tipo
de asociacién con el porcentaje de células NK NKG2C* (OR = 0.37; 1C:0.14-1.01) y la
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LLA, hasta que la razén de momios fue ajustada por edad, sexo y alergias (OR = 0.30;
IC: 0.10-0.88). Encontrando que un elevado porcentaje de células NK NKG2C+ (>
25.20%) se asocia negativamente con LLA e identificando a las alergias como una
variable relevante en el porcentaje de expresion de NKG2C. Por otro lado, también se
encontré que un elevado porcentaje de poblacion total de células NK (> 9.53) (OR =0.10;
IC: 0.03-0.33), asi como de subpoblaciones CD56%™ (> 8.45) (OR = 0.05; IC: 0.01-0.20)
y CD56"9M (> 0.43) (OR = 0.27; IC: 0.09-0.75) se asocia negativamente con LLA, aun
cuando la razén de momios se ajustd por variables confusoras. Por lo tanto,
independientemente de la edad, sexo, infecciones o alergias, los pacientes con LLA
muestran menor porcentaje tanto en la poblacion total de células NK, como en las
subpoblaciones CD56%™ y CD56°9", No obstante, no se encontré ningln tipo de
asociacion con el porcentaje de subpoblaciones de acuerdo con la expresion de NKG2A
y CD57 con la LLA. Por otro lado, en cuanto a los ensayos funcionales, se encontré que
una elevada R-ADCC (ACD107 > 78.42) se asocia negativamente con la LLA (OR =
0.14; 1C: 0.03-0.72). Sin embargo, se identifico a las alergias como variable confusora de
este tipo de ensayos mediados a través de CD16 ya que cuando la razén de momios fue
ajustada con el historial alérgico, la asociacién fue nula (OR = 0.24; IC: 0.04-1.63). Ver
Tabla 6.
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Tabla 6: Analisis de regresion logistica para la asociacion entre caracteristicas de
células NK (como variable categérica) y leucemia linfoblastica aguda.

Cari‘;ﬁ:‘i:&:;al‘s de OR Sexoy edad ?;ZZ’;:::: Sexo, edad y alergias
aOR (95%C) aOR (95%1C) aOR (95%IC)

MIF de Inmunoreceptores =p50 '

NKG2D 0.47(017-1.27) 042(0.15-1.21) 0.43(0.15-1.23) 0.51(0.17-1.50)
NKG2A 1.65(0.61-4.50) 1.64(0.60-4 48) 1.60(0.58-4 43) 1.82(0.64-5.17)
NKG2C 0.54(0.20-1.46) 0.53(0.19-1.41) 0.52(0.19-1.44) 0.45(0.16-1.31)
NKP46 0.54(0.20-1.46) 0.52(0.19-1.44) 0.53(0.19-1.45) 0.53(0.19-1.50)
CD&9 0.37(0.13-1.03) 0.32(0.11-0.95) 0.29(0.10-0.90)* 0.27 (0.09-0.85)*
TIGIT 0.50(0.18-1.36) 0.46(0.16-1.30) 0.46(0.16-1.30) 0.54(0.18-1.58)
CDY6 0.40(0.15-1.10) 0.38(0.13-1.08) 0.38(0.13-1.11) 0.42(0.14-1.24)
DNAM 0.34(0.12-0.95)* 0.30(0.10-0.89)* 0.29 (0.10-0.86)* 0.31(0.10-0.94)*
CD37 0.32(0.11-0.88)* 0.31(0.11-0.88)* 0.32(0.11-0.89) 0.34(0.12-0.99)
CD85j 0.54(0.20-1.46) 0.48(0.17-1.40) 0.49(0.17-1.44) 0.41(0.13-1.25)
CD16 0.80(0.30-2.15) 0.80(0.29-2.19) 0.81(0.30-2.21) 0.99(0.35-2.85)

% Células NK positivas para Inmunoreceptores >p50

NKG2D 0.26 (0.09-0.72)* 0.23(0.08-0.67) 0.23(0.08-0.67)* 0.26 (0.09-0.81)*
NKG2A 1.71(0.64-457) 1.713(0.64-4 66) 1.74(0.64-4.70) 217(0.76:6.22)

NKG2C 037(014-101) 037(013-1.00) 037(013-101) 0.30(0.10-0.88)*
NKP46 051(0.19-1.37) 0.48(0.17-1.34) 0.48(0.17-1.33) 0.54(0.19-1.55)

CD6Y 077(029-204) 074(027-205) 072(026-203) 079(028-224)

TiGIT 045(0.17-1.22) 043(0.16-1.18) 043(0.16-1.19) 043(0.15-1.22)

CD96 045(017-122) 043(0.16-1.18) 043(0.16-118) 045(0.16-1.27)

DNAM 0.22(0.08-0.62)** 0.18 (0.06-0.56)** 0.18 (0.06-0.56)** 0.22(0.07-0.72)*
cD57 043(0.16-1.15) 043(0.16-1.15) 043(0.16-1.15) 0.45(0.16-1.25)

CD85 0.86(0.32-2.28) 0.82(0.30-2.26) 0.82(0.30-2.27) 0.77(0.27-2.17)

CD16" 0.61(0.23-1.66) 061(0.23-167) 061(0.23-1671) 0.73(0.26-2.07)

% Subpoblaciones 2p50

NK Dim?2 0.05(0.01-0.20)*** 0.05(0.01-0.18)* 0.04(0.01-0.16)** 0.04(0.01-0.18)**
NK Bright? 0.27 (0.09-0.75)* 0.25(0.09-0.72)* 0.25(0.09-0.72)* 0.28(0.09-0.83)*
NK Total? 0.10(0.03-0.33)** 0.08 (0.02-0.29)** 0.07 (0.02-0.26)** 0.07 (0.02-0.29)**
NKG2A- CD57 061(023-166) 060(022-164) 060 (0 22-165) 064 (023-180)

NKG2A+ CD57-" 154(0.57-4.19) 153(0.56-4.17) 1.56(0.57-4.28) 1.49(0.53-4.16)

NKG2A+ CD57+ ! 1.03(0 38-279) 103 (0 38-278) 1.03(0.38-279) 113(040-317)

NKG2A- CD57+ " 0.61(0.23-166) 0.61(0.22-167) 0.61(0.22-168) 0.55(0.19-1.57)

OR: odds ratio/ razén de momios; aOR: razdn de momios ajustada; MIF: Intensidad Media de Fluorescencia; IC: intervalo de confianza; =p50:
por arriba de la percentil 50; NK: células natural killer; * 62 pacientes y 21 controles; 2 72 pacientes y 21 controles; 3 39 pacientes y 12 controles;
4 32 pacientes y 10 controles. p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001. Los valores en negritas representan resultados estadisticamente significativos.

Se realizaron analisis bivariados en pacientes con LLA al momento del diagndstico,
evaluando la asociacion entre variables de fenotipo y funcion de células NK vs factores
de riesgo de recaida y/ muerte, tales como edad mayor a 10 afios; sexo masculino;
infecciones durante el primer afio de vida; historial alérgico; cuenta leucocitaria mayor a
50.000; identificacion de rearreglo; inmunofenotipo de células T; asi como recaida y
defuncién. Nosotros encontramos una asociacion negativa, entre tener mas de 10 afios y
el porcentaje de células NK que expresan CD69 (OR = 0.32; IC: 0.12-0.87). Lo que
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significa que los pacientes mayores de 10 afios tienen un menor porcentaje de células NK
CD69" que los pacientes de 1 a 9 afios. Por otro lado, también se encontrd asociacion
positiva entre el porcentaje de células NK DNAM™ y el historial alérgico. Es decir, los
pacientes con antecedentes de alergias tienen mayor porcentaje de células NK DNAM?*

que los pacientes que no presentaron alergias (Tabla 7)
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Tabla 7: Anélisis bivariado entre expresion de receptores y factores de riesgo en pacientes con leucemia linfoblastica aguda.

Infecciones Cuenta leucocitaria Inmunofenotipo de
Edad >=10 Sexo masculino durante el primer Historial alérgico _ Rearreglos . Recaidas Muerte
- . . >=50,000 células T
Caracteristicas afio de vida
n=29 n=40 n=12 n=H n=7 n=8
de células NK n=46 n=14 n=2
0/ 0/ o/ o/ o/ o/
OR (IC 95%) OR(IC 95%) OR (10 95% OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)

MIFde Inmunoreceptores =p50
NKG2D 0.51 (0.16-1.58) 1.90 (0.64-569) 0.67 (0.22-2.04) 225 (0.57-887) 162 (042-6563) 0.97 (0.08-11.41) NC 1.33 (0.20-8.67) 0.36 (0.04-3.30)
NKG2A 0.87 (0.30-2.51) 1.13 (0.40-3.21) 1.33 (0.44-4.01) 0.79 (0.20-3.18) 0.47 (0.13-1.69) 1.10 (0.09-12.92) 0.54 (0.03-9.05) 0.81(0.12-5.26) 0.24 (0.04-1.41)
NKG2C 1.83 (0.64-5.26) 1.33 (0.47-3.80) 1.59 (0.51-4.95) 0.37 (0.07-1.91) 0.28 (0.05-1.39) 0.84 (0.07-9.82) NC 0.40 (0.04-3.79) 0.31(0.03-2.83)
NKP46 1.03 (0.36-2.96) 0.76 (0.27-2.14) 1.14 (0.38-3.47) 1.89 (0.48-7.40) 0.28 (0.05-1.39) 0.84 (0.07-9.82) 1.73 (0.10-29.01) 0.40 (0.04-3.79) 0.31(0.03-2.83)
CD69 0.72 (0.23-2.28) 1.83 (0.58-5.74) 3.15 (0.79-12.52) 0.56 (0.11-2.95) 0.18 (0.02-1.48) NC NC 1.71 (0.26-11.20) 1.25 (0.21-7.51)
TIGIT 0.46 (0.15-1.41) 2.95 (0.96-9.08) 1.03 (0.34-3.15) 1.26 (0.31-5.05) 0.30 (0.06-1.52) 3.90 (0.33-45.66) NC 1.23 (0.19-8.00) NC
CD96 1.68 (0.56-5.03) 2.93 (0.90-9.58) 0.74 (0.24-2.31) 0.96 (0.22-4.22) 0.39 (0.08-1.98) 1.14 (0.10-13.38) 2.33(0.14-39.39) NC 0.42 (0.05-3.88)
DNAM 225 (0.72-7.01) 5.33 (1.34-21.15) 1.79 (0.50-6.42) 1.16 (0.26-56.13) 0.86 (0.20-3.64) NC NC 461 (0.70-30.44) 1.37 (0.23-8.25)
CD57 0.43 (0.12-1.55) 0.99 (0.31-3.11) 0.51 (0.16-1.64) 3.73 (0.91-15.22) 0.51(0.10-2.65) NC 3.00 (0.18-50.98) 0.70 (0.07-6.77) 1.50 (0.25-9.09)
CD85j 245 (0.85-7.11) 3.31 (1.07-10.147) 0.83 (0.28-2.49) 0.37 (0.07-1.91) 1.27 (0.35-4.59) NC NC 277 (043-18.01) 0.83 (0.14-4.95)
CD16 0.94 (0.34-262) 0.53 (0.19-1.47) 0.83 (0.28-2.40) 1.89 (0.48-7.51) 1.78 (0.50-6.38) NC 1.14 (0.07-19.13) 0.74 (0.11-4.77) 0.54 (0.09-3.17)

% Células NK positivas para Inmunoreceptores 2p50
NKG2D 0.38(0.11-1.34) 3.0 (0.86-10.44) 1.32 (0.040-4.33) 2.00(0.51-7.77) 0.94 (0.23-3.90) 0.87 (0.09-8.35) 3.67(0.22-62.13) 0.56 (0.06-4.98) NC
NKG2A 0.67 (0.26-1.79) 0.76 (0.28-2.03) 0.99 (0.36-2.73) 1.74 (0.42-7.10) 0.95(0.28-3.21) 0.78 (0.12-5.03) 0.62 (0.03-8.71) 3.51 (0.40-30.95) 0.27 (0.06-1.25)
NKG2C 0.61 (0.21-1.76) 1.44 (0.51-4.08) 0.67 (0.23-1.89) 0.43 (0.09-2.16) 0.61(0.15-2.44) 0.59 (0.06-5.59) NC 0.37 (0.04-3.32) 0.31(0.04-2.73)
NKP46 0.48 (0.18-1.34) 1.89 (0.70-5.10) 1.45 (0.52-4.02) 1.33 (0.37-4.70) 0.41(0.10-1.65) NC 1.80 (0.11-30.04) 0.68 (0.12-3.80) 0.56 (0.10-2.98)
CD69 0.32 (0.12-0.87) 1.84 (0.71-4.75) 268 (0.97-7.39) 1.22 (0.354.23) 0.40(0.11-1.42) 0.27 (0.03-2.58) NC 0.44 (0.08-2.43) 0.68 (0.156-3.09)
TIGIT 0.77 (0.28-2.10) 2.00 (0.72-5.55) 0.70 (0.25-1.92) 1.00 (0.27-3.72) 0.27 (0.06-1.33) 0.48 (0.05-4.53) 2.04(0.12-34.16) 0.78 (0.14-4.36) 0.25 (0.03-2.20)
CD9%6 1.67 (0.62-4.49) 1.53 (0.56-4.18) 0.91 (0.33-2.562) 1.00 (0.27-3.72) 0.76 (0.21-2.73) 1.36 (0.21-8.76) NC 0.78 (0.14-4.36) 1.23 (0.27-5.64)
DNAM 0.31(0.08-1.24) 2.33 (0.66-8.30) 1.02 (0.30-3.45) 4.05 (1.05-15.59) 0.64 (0.13-3.25) 1.04 {0.11-10.09) NC NC 0.56 (0.06-4.97)
CD57 0.65 (0.23-1.83) 1.06 (0.39-2.87) 063 (0.23-1.74) 167 (0.47-596) 0.29 (0.06-1.44) NC NC 0.33 (0.04-2.88) 237 (0.54-10.47)
CD8b 1.74 (0.68-4.49) 1.79 (0.70-4.58) 0.92 (0.35-2.40) 0.71 (0.20-2.50) 1.07 (0.33-3.44) 1.64 (0.26-10.46) NC 745 (0.85-65.41) 1.89 (0.42-8.58)
CD16 0.86 (0.35-2.08) 0.83 (0.35-1.98) 1.39 (0.46-4.20) 1.60 (0.41-6.23) 0.42 (0.10-1.76) NC NC NC 0.72 (0.12-4.25)

OR: odds ratio/ razon de momios; MIF: Intensidad Media de Fluorescencia; IC: intervalo de confianza; 2p50: por arriba de la percentil 50; NK: células Natural Killer; ' 62 pacientes y 21 controles; 2 72 pacientes y 21 controles; 3 39 pacientes y 12 controles;
4 32 pacientes y 10 controles. *:p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001. Los valores en negritas representan resultados estadisticamente significativos. p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001. Los valores en negritas representan resultados estadisticamente

significativos.
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Continuacién de Tabla 7

Infecciones Cuenta | fenoi
Edad =10 Sexo masculino  durante el primer  Historial alérgico leucocitaria Rearreglo n:unf}l elnc-lrpc Recaida Defuncion
Caracteristicas afio de vida > 50,000 e células
| n=29 n=40 n=12 n=5h n=1 n=8
de células NK n=46 n=14 2
OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR(IC 95%) OR(IC 95%) OR (IC 95% OR(IC 95%) OR (IC 95%)
OR (IC 95%) OR (IC 95%) ( %)
% Subpoblaciones =p50
NK Dim? 143 (0.19-10.79) 251 (0.26-25.40) NC NC 1.41(0.14-14.68) NC NC NC NC
NK Bright! 162 (0.47-4.91) 367 (0.93-14.52) 0.70 (0.21-2.30) 2.50 (0.63-9.93) 0.64 (0.13-3.25) 3.06 (0.46-20.33) NC 0.67 (0.07-6.03) 0.56 (0.06-4.97)
NK Total? 068 (0.12-397) 443 (0.49-40.00) NC NC 0.81 (0.09-7.59) 3.10 (0.29-33.27) NC NC NC
NKG2A- CD5T- 082 (0.29-2.35) 0.97 (0.35-2.70) 0.75(0.26-2.21) 0.98 (0.26-3.92) 1.07 (0.30-3.85) 3.13 (0.27-36.52) NC 0.99 (0.15-6.37) 1.54 (0.29-8.36)
NKG2A+ CD57-! 1.30 (0.45-3.80) U ?5 (0.26-2.14) 0.63 (0.20-1.97) 0.53 (0.13-2.07) 1.23 (0.32-463) 1 19 (0.10-13.89) 0.58 (0.03-9.72) 0.87 (0.13-5.67) 0.26 (0.04-1.53)
NKG2A+CD57+' 1.06 (0.38-2.96) 44 (0.52-3.94) 0.67 (0.23-1.96) 1.39 (0.35-5.50) 0.56 (0.16-2.01) 81 (0.15-21.02) NC 1.35 (0.21-8.70) 040 (0.07-2.38)
NKG2A- CD57+' 1.92 (0.68-5.46) 68 (0.59-4.77) 1.02 (0.34-3.02) 0.98 (0.26-3.92) 0.69 (0.18-2.60) NC 1.50 (0.09-25.15) 2.39 (0.37-15.44) 9.00 (0.98-82.50)
ACD107 de ensayos funcionales 2p50
K562¢ 178 (047-6.71) 1.3 (0.42-5.61) 2.31(0.57-9.36) 1.54 (0.27-8.82) 040 (0.07-2.33) 0.44 (0.04-4.71) NC NC NC
P815t 219 (049-974) 0.37 (0.08-1.73) 2.25 (0.21-24.40) 2.78 (0.21-35.95) 1.00 (0.09-11.24) NC NC NC NC

OR: odds ratio/ razén de momios; MIF: Intensidad Media de Fluorescencia; IC: intervalo de confianza; 2p50: por arriba de la percentil 50; NK: células Natural Killer; ' 62 pacientes y 21 controles; 2 72 pacientes y 21 controles; 3 39 pacientes

y 12 controles; 4 32 pacientes y 10 controles. p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001. Los valores en negritas representan resultados estadisticamente significativos.

50



DISCUSION

Nuestro estudio muestra que los pacientes pediatricos con LLA al momento del
diagnostico tienen menores frecuencias y expresion relativa (MIF) de receptores de
activacion en células NK en comparacion con el grupo control. En contraste, nuestro
estudio no registré un aumento de la expresion de receptores de inhibicion como se ha
demostrado en otro tipo de canceres, principalmente solidos. Adicionalmente, el fenotipo
dominante de pacientes fue aquel en el que existié una disminucion simultanea en las
frecuencias de células NK positivas para receptores de activacion. Finalmente, también
encontramos diversas asociaciones entre la expresion de receptores de activacion y
variables clinicas de la LLA, independientemente de la edad, sexo y de otras variables

confusoras, como fueron las infecciones durante el primer afio de vida e historial alérgico.

Es bien sabido que el microambiente tumoral a través de distintos mecanismos ain no
esclarecidos en su totalidad, son capaces de inhibir las funciones efectoras de las células
NK, lo cual favorece la evasion de células inmunes. Rayne H. y colaboradores
demuestran, que los blastos de pacientes pediatricos con LLA de linaje B, inducen un
fenotipo inhibitorio en células NK al disminuir la frecuencia y densidad de expresion de
receptores de activacion como NKP46, asi como el incremento en la expresion de
receptores de inhibicion como NKG2A, ambos mediados por efectos de la secrecion
TGB-B117). La evasion de la inmunovigilancia no solo se ha observado en neoplasias
hematopoyéticas, sino también en tumores solidos, como es el caso de cancer de pulmén
y colorrectal donde también reportan la disminucion de NKG2D en células NK a través
de TGF-B1 2% De manera similar, nosotros hemos encontramos que las células NK de
los pacientes pediatricos con LLA de linaje Pre-B al momento del diagnostico, muestran
menores frecuencias y expresion relativa de NKp46 respecto el grupo control. A
diferencia de lo que reportan Rayne H. y colaboradores, nosotros encontramos una menor
expresion de NKG2D (tanto en frecuencia como expresion relativa) y que ademas se
asoci6 con el fenomeno de la LLA independientemente de la edad, sexo, infecciones o
historial alérgico de controles y pacientes. Esta diferencia puede deberse, entre otros
factores, a la poblacion de pacientes estudiada, principalmente a las diferencias clinicas
que hay entre estos dos grupos. Por ejemplo, Rayne H. y colaboradores analizaron
pacientes de linaje- B, mientras que en nuestro estudio evaluamos pacientes de linaje Pre-
B. Las diferencias en el linaje de la leucemia influye en el desenlace de la leucemia, por
lo tanto es posible que también influye en las caracteristicas fenotipicas de las células

NK. Por otro lado, en nuestro estudio el 51.4 % de los pacientes se clasificaron con alto
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riesgo de recaida, mientras que en el estudio de Rayne H. el 32 % se clasifico con este
criterio. Es posible que al tener una mayor proporcion de pacientes clasificados con alto
riesgo de recaida se haya hecho evidente la disminucion en NKG2D en nuestra cohorte
de pacientes. Ademas, en nuestra cohorte analizamos 72 paciente mientras que en el
estudio de Rayne la n es de 50 pacientes. Finalmente, a diferencia de la cohorte de Rayne,
nuestra cohorte de pacientes se compuso exclusivamente de poblaciéon mexicana, la cual
presenta tasas de recaida mucho mayores a las reportadas para otras etnias ['>'} En
conjunto de estas diferencias clinicas, asi como raciales anaden variabilidad en resultados

entre estos dos grupos comparados.

NKG2C es un receptor de activacion en células NK que reconoce moléculas de HLA-E
en humanos. La expresion de NKG2C juega un papel importante en la adaptacion de la
célula NK a las infecciones virales. En humanos, el historial de infecciones por HCMV
estd asociado con un incremento en el porcentaje de células NK que expresan altos niveles
de NKG2C !, En nuestro estudio, encontramos que los pacientes con LLA muestran una
disminucion tanto en el porcentaje de células NK que expresan NKG2C, asi como en su
expresion en superficie. En contraste, Line Petersen y colaboradores demuestran que en
pacientes con leucemia linfoblastica cronica de células B HCMV+, existe un aumento en
el porcentaje de células NK que expresan NKG2C. Lo anterior sugiere, que NKG2C juega
un rol importante no solo en infecciones por HCMYV, sino también en las leucemias. En
contraste a estos estudios, nosotros no evaluamos seropositividad de HCMV, por lo que
hard falta determinar si la disminucion tanto en porcentaje como en la expresion de
NKG2C en pacientes con LLA esta relacionado al historial de infecciones por HCMV+ o
algun otro patdgeno. Adicionalmente, nosotros encontramos que la disminucion en el
porcentaje de células NK que expresan NKG2C, se asocia con el fendmeno de la LLA
cuando se comparan pacientes con controles de la misma edad, sexo e historial alérgico
(presencia o ausencia). Lo anterior sugiere que NKG2C podria también tener una funcion
importante en las alergias. Sin embargo, el papel de estas células NK en alergias todavia
no es muy claro. Cabe destacar que este es el primer estudio donde se evidencia una
disminucién en NKG2C en células NK en pacientes con LLA, por lo que hacen falta mas

estudios para entender a profundidad su participacion.

DNAM-1 es un receptor de activacion que se une al receptor de poliovirus (CD155) y la
molécula de adhesion de nectina (CD112), las cuales estan reguladas por el estrés celular

191, Se ha reportado que CD155 y CD112 se expresan en una amplia gama tanto de
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tumores s6lidos como hematopoyéticos 31, En pacientes con neuroblastoma, los niveles
de expresion de CD155 y CD112 correlacionan con la susceptibilidad de las células
tumorales a ser lisadas por células NK 4, Sin embargo, los tumores han desarrollado
mecanismos para disminuir la expresion de DNAM-1 en células NK y con ello evitar su
lisis . Ademas, DNAM-1 juega un rol crucial en la prevenciéon de la formacion
espontanea de tumores, asi como en el control del crecimiento tumoral % 771, Diversos
estudios han demostrado, que las células NK de pacientes adultos con leucemia mieloide
aguda (LMA), muestran una disminucion en la expresion de DNAM-1, comparado con
individuos sanos [ 1221 Ademas, se ha demostrado que los blastos leucémicos de LMA
muestran alta expresion de CDI155 y CD112. A su vez, experimentos in vitro han
demostrado que la expresion de DNAM-1 en células NK de donadores sanos, disminuye
después del contacto con blastos leucémicos que expresan sus ligandos, CD155 y CD112
(1221 En este estudio, demostramos que pacientes pediatricos con LLA muestran una
diminucién tanto en el porcentaje de células NK que expresan DNAM-1 como su
densidad de expresion (MIF). Interesantemente, también encontramos que la disminucion
de DNAM-1 esta asociada con el fenomeno de la leucemia independientemente de
variables confusoras (regresiones logisticas ajustadas). Por otro lado, también
encontramos asociacion entre el porcentaje elevado de células NK DNAM+ y los
pacientes con historial alérgico. Dado que hay estudios que sustentan a las alergias como
factor protector de la leucemia, seria importante evaluar si frecuencias altas de células
NK DNAM+ se asocia como factor protector de la leucemia como resultado de
manifestaciones alérgicas. Todo lo anterior, sugiere que DNAM-1 y sus ligandos CD155
y CD112 juegan un rol importante no solo en la inmunovigilancia de tumores solidos y
hematopoyéticos, sino también en las alergias. El papel que juegan CD155 y CD112 en
la LLA aun o ha sido estudiado, por lo que su entendimiento puede ser materia para

entender las leucemias.

CD69 es una molécula de activacion de leucocitos que se expresa después de la activacion
en todas las células derivadas de médula ésea [’®! por lo que no se expresa en células NK
en reposo. Interesantemente, en este trabajo encontramos que las células NK de pacientes
con LLA muestran una disminucion en la expresion de CD69 y dicha disminucion se
asocia con el fenémeno de la leucemia cuando comparamos pacientes y controles del
mismo sexo y edad. Adicionalmente, nosotros encontramos una asociacion entre un bajo

porcentaje de células NK CD69+ y pacientes mayores de 10 afios lo que significa, que
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los pacientes mayores de 10 afios tienen menor porcentaje de células NK CD69+ que
aquellos pacientes de 1-9 afios. Si consideramos que CD69 se expresa Unicamente en
células NK activadas y teniendo en cuenta que los pacientes mayores de 10 afios son
considerados con un alto riesgo de recaida, podemos pensar que los pacientes con LLA
mayores de 10 afios tienen menor proporcidon de células NK activadas identificadas con
CD69+y con ello contribuir a un mal pronostico. No obstante, no se conoce mucho acerca
del rol de CD69 en células NK en las leucemias por lo que precisa indagar a mayor

profundidad el impacto de estos hallazgos.

Respecto a las moléculas inhibitorias de las células NK se ha reportado un incremento en
diferentes ambientes tumorales. Por ejemplo, se ha reportado un incremento en la
expresion de receptores inhibitorios como TIGIT y PD-1 en células linfoides de pacientes
con varios tipos de cancer, tanto solidos como hematopoyéticos y a menudo son asociados
con la disfuncion de linfocitos. En nuestro estudio no encontramos diferencias
significativas en la expresion de TIGIT. Sin embargo, es posible que con la disminucion
de la expresion de DNAM-1 en las células NK de pacientes pediatricos con LLA, se
favorezca una sefializacion inhibitoria, ya que TIGIT compite eficazmente con DNAM
por launién con su receptor en comun que es CD155 117123 Por otro lado, CD96 también
representa competencia por el entrecruzamiento con CD155 1231251 A diferencia de
TIGIT, nosotros observamos que los pacientes con LLA muestran una disminucion tanto
en el porcentaje de células NK CD96+ como en los niveles de expresion de CD96 por
célula (MIF), comparado con individuos controles. Hasta ahora, no hay evidencia de si
TIGIT y CD96 median la inhibicién a través del mismo o diferentes mecanismos. Sin
embargo, se sabe que CD96 se expresa de forma constitutiva en células NK, mientras que
TIGIT aumenta su expresion en células NK una vez que han sido activadas *’). No
obstante, esta reportado que la union de TIGIT a CDI155 disminuye la citotoxicidad
directa de las células NK, mientras que CD96 disminuye principalmente la secrecion de
IFN-y. Evidentemente, es necesario determinar la relevancia funcional del
entrecruzamiento de CD96 con CD155. Por lo anterior, nuestros resultados sugieren que
CD96 puede desempefiar un papel importante en el reconocimiento de blastos leucémicos
y contribuir en el delicado equilibrio establecido entre el eje DNAM-1-TIGIT-CD96.
Adicionalmente, no encontramos diferencias significativas en la expresion de CD85j en
las células NK de pacientes con LLA. Sin embargo, es necesario evaluar la expresion de
sus ligandos en los blastos de LLA. Los ligandos de CD85j incluyen una amplia gama de
moléculas HLA-A, -B, algunas moléculas HLA-C y HLA-G, y la proteina UL18 del

citomegalovirus humano. Existe evidencia de la expresion de HLA-G en céanceres no
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hematopoyéticos, por lo cual resulta importante realizar mas estudios para abordar el

papel de CD85j en las células NK en neoplasias malignas hematologicas como la LLA.

Si bien, el anélisis individual de la expresion de receptores, tanto de activacion como de
inhibicion, nos ayuda a conocer el fenotipo de las células NK en el ambiente leucémico,
no hay que dejar de lado que la actividad citotdxica de las células NK se rige por un fino
equilibrio entre todas las sefiales que emanan los receptores de superficie. Dado lo
anterior, fue indispensable realizar un analisis de coexpresion de receptores tales como el
trinomio DNAM-TIGIT-CD96 y DNAM-NKG2D-2B4. Estudios previos revelan que, las
células NK de pacientes adultos con leucemia mieloide aguda muestran un perfil de
coexpresion predominante de DNAM-1- TIGIT+ CD96+, DNAM-1- TIGIT+ CD96-,
DNAM-1- TIGIT- CD96+ y DNAM-1- TIGIT- CD96-, en comparacion con individuos

s!'81 Ademas, Isabel Valhondo y colaboradores, demostraron que pacientes con

sano
bajos porcentajes de células NK que coexpresan DNAM-1- TIGIT+ CD96+ presentan
una mayor sobrevida que aquellos que muestran un porcentaje alto de células NK con
dicho perfil de coexpresion. De manera similar, en el presente estudio hemos encontrado
que el 53% de los pacientes que mostraron una disminucion en la expresion de dichos
marcadores, muestran una disminucion simultdnea en el porcentaje células NK DNAM-
1-TIGIT-CD96 positivas. Del mismo modo, encontramos que el 71% de los pacientes
mostraron una disminucion simultdnea de DNAM-1-2B4-NKG2D lo cual indica que la
mayoria de los pacientes que muestran una afeccion el en porcentaje de células NK
positivas para determinados marcadores, muestran el mismo comportamiento en otros
receptores de activacion de manera simultanea, lo que posiblemente tiene un impacto en

la activacion de la célula NK y en sus funciones de inmunovigilancia contra células

tumorales.

En un individuo sano, las células NK representan en promedio, del 5 al 20% de las células
linfoides en sangre periférica. Sin embargo, se sabe que en pacientes con LLA tanto la
proporcién como el nimero absoluto de células NK se ve disminuido !''7). Esta
disminucion en la proporcion y nimeros absolutos de células NK no es un evento aislado.
En otras neoplasias hematopoyéticas también se ha reportado este fendmeno, como en
leucemia mieloide cronica (LMC) 1261 y leucemia mieloide aguda (LMA) '27] . Nuestros
resultados concuerdan con lo ya antes reportado, en cuanto a la disminucion en el
porcentaje de células NK. Por otro lado, en humanos se han caracterizado subconjuntos
mayoritarios de células NK de acuerdo con la densidad de CD56 en su superficie y la

expresion de CD16, que correlaciona con el grado de maduracion y capacidades efectoras
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distintas. CD56"€" define una subpoblacion de células NK inmaduras con capacidad
proliferativa y produccion IFN-y en respuesta a IL-12. Mientras que, CD56%™ identifica
células NK maduras con una mayor capacidad citotdxica y una elevada secrecion de
citocinas cuando sus receptores de activacion se entrecruzan %% 281 Por lo anterior,
decidimos evaluar subpoblaciones de células NK comenzando con los dos subconjuntos
mayoritarios CD569™ y CD56 *# y encontramos que ambos subconjuntos mayoritarios
se encuentran disminuidos por igual en pacientes con LLA. Se sabe que la subpoblacion
de células NK CD56dim se diferencia a partir de CD56bright [196: 1071091 y qye, durante
el proceso de maduracion, las células NK van perdiendo la expresion de NKp46, NKG2D,
NKp30 y NKG2A, mientras que a su vez, adquieren la expresion de CD16, receptores
KIR, 2B4 y LIR-1 %, Se ha identificado a CD57 como un marcador que identifica un
subgrupo de células NK humanas maduras con fenotipo CD56%™ CD57" cuya capacidad
proliferativa es reducida pero no muestran incremento en la susceptibilidad a la muerte
celular inducida por activacion, lo que sugiere que es un subgrupo de células NK maduras,
mas no exhaustas o senescentes como en el caso de células T CD8 CD57* 10 111129 poy
otro lado, es bien sabido que el ambiente leucémico puede afectar el correcto desarrollo
de distintos linajes celulares hematopoyéticos comprometiendo su correcto
funcionamiento. Por lo anterior, decidimos hacer un analisis mas profundo de
subpoblaciones de células NK de acuerdo con su maduracion y evaluamos 4
subpoblaciones mas especificas de acuerdo con la expresion de NKG2A y CDS57.
Nosotros encontramos que los pacientes con LLA muestran una disminucién en el
porcentaje de una subpoblacion madura de células NK (NKG2ACD57") y a su vez, un
aumento en una subpoblacion inmadura (NKG2A"CD57). Lo anterior, sugiere que los
blastos de LLA o el ambiente leucémico en general, pueden impactar en diferentes
aspectos a la biologia de la célula NK, incluyendo su diferenciacion. Adicionalmente,
dentro de estas subpoblaciones evaluamos la expresion relativa de receptores de
activacion e inhibicion y encontramos consistencia en la disminucion de la expresion de

NKG2D, DNAM y CD96 en las cuatro subpoblaciones de células NK.

Las células NK distinguen a una célula sana de una célula transformada por el
entrecruzamiento e integracion dindmica de multiples vias de sefializacion, y un balance
entre las sefiales recibidas de su entorno define su actividad litica. En este trabajo, se ha
encontrado que la principal alteracion en el fenotipo de células NK de pacientes con LLA,
es la disminucién en la expresion de receptores de activacion y no un aumento de
receptores de inhibicion. Lo anterior, aunado a la evidente disminucion en la proporcion

de células NK circulantes en sangre periférica nos lleva a cuestionar: ;En qué medida, las
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alteraciones en la expresion de diferentes receptores de activacion, pueden obstaculizar
la inmunovigilancia mediada por células NK y promover la progresion de la enfermedad?.
NKP46 por ejemplo, se sabe que regula directamente la sinapsis inmunoldgica y favorece
la polarizacion de los granulos citotoxicos durante la sinapsis inmunel®¥. Por lo tanto, una
disminucién en su expresion correlaciona y compromete en cierta medida con una
actividad citotoxica baja %), Por todo lo anterior, decidimos evaluar dos tipos de
citotoxicidad independientes entre si que son: la citotoxicidad natural, dada por el balance
entre sefales de activacion e inhibicion; y la citotoxicidad dependiente de anticuerpo,
dada exclusivamente por el entrecruzamiento de CD16. En este trabajo encontramos que
los pacientes con LLA muestran una disminucién en la citotoxicidad natural cuando se
retan contra la linea celular K562, aunque carece de significancia estadistica, puede
apreciarse una tendencia hacia una citotoxicidad dismimnuida como se ha reportado en
pacientes pediatricos con LLA !7). Adicionalmente, hemos encontrado que las células
NK de los pacientes con LLA también muestran una R-ADCC disminuida cuando se retan
contra la linea celular p815 (con CD16 acoplado) comparado con los controles, lo que
sugiere que las células NK de los pacientes pueden estar afectadas en més de una via de
activacion para su citotoxicidad. Naturalmente, es preciso realizar mas estudios para
entender la relacion entre el fenotipo que hemos encontrado y la disminuciéon en la

capacidad efectora de las células NK en pacientes pediatricos con LLA.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una de las limitantes de este proyecto fue el tamafio de muestra del grupo control. Todas
las muestras bioldgicas se reclutaron a partir del 23 de noviembre del 2018 y finaliz6 de
manera inesperada el 13 de marzo del 2020 debido a la cuarentena por contingencia de la
pandemia por COVID-19. El tamafio de muestra del grupo control, que fue inferior al de
grupo de pacientes, dificulta suponer que los resultados son representativos de esta
poblacion. El enriquecimiento de muestras de individuos controles pudo haber fortalecido
las significancias estadisticas encontradas, asi como dar lugar nuevas diferencias
significativas que por el tamafio de muestra no fue posible identificar.

Otra limitacion de este estudio fue que en un inicio se planted la evaluacion de muestras
de pacientes con LLA al diagndéstico y en las etapas de tratamiento de induccion a la
remision, consolidacion y mantenimiento. Dicha planeacion también se vio afectada por

la interrupcion de muestras causada por la contingencia por COVID-109.
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CONCLUSIONES

La principal alteracion en el fenotipo de las células NK de pacientes pediatricos
con LLA recae en la disminucion de la expresion de receptores de activacion
(NKP46, NKG2C, NKG2D, DNAM, CD57 y CD69) y no en un aumento en la
expresion de receptores de inhibicion.

La proporcion de subpoblaciones de células NK, de acuerdo con la expresion de
NKG2A y CD57, se encuentra alterada en pacientes pediatricos con LLA.

Se encontrd asociacion entre un bajo porcentaje de células NK que expresan
NKG2D, NKG2C, y DNAM con la leucemia.

Se identifico que los pacientes mayores a 10 afios poseen menor porcentaje de
células NK CD69", lo cual puede tener un impacto en la evolucion de la leucemia.
La mayoria de los pacientes que muestran disminucion en la expresion de un
receptor en células NK, muestran disminucién simultanea de otros receptores de
activacion.

Los pacientes con una degranulacion por debajo de la p50, muestran una
disminucion concomitante en los receptores DNAM-TIGIT-CD96 y DNAM-
NKG2D-2BA4.
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PERSPECTIVAS

Aunque la disminucién del porcentaje de células NK NKG2D+ puede contribuir a una
deficiencia en la inmunovigilancia ante la presencia de células leucémicas, no hay que
dejar de lado la importancia de evaluar la expresion de los ligandos de NKG2D, en blastos
de pacientes pediatricos con LLA, cuya expresion se induce en momentos de
genotoxicidad o estrés celular, tal como ocurre en las leucemias. Por lo anterior, estamos
trabajando en el disefio de la identificacion de blastos leucémicos para evaluar ligandos
de NKG2D y DNAM en pacientes con LLA. A su vez, también estamos evaluando
distintos ensayos funcionales para determinar el rol que juega CD155 en el eje DNAM-
1-TIGIT-CD96.
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ANEXOS

Anexo 1: Copia de formato de consentimiento informado.

[

\D

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
Nimero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
{PARA LOS PADRES DE LOS NINOS)

“Regulacion epigenética de las funciones efectoras de las células NK en nifos con leucemia
linfobldstica aguda”

Le estamos invitando a participar en este estudio de investigacion porque sabemos que su
hijo(a) fue recientemente diagnosticado con leucemia linfoblastica aguda. Aligual que 3 usted,
se invitara a participar a ofros padres de ninos con esta enfermedad que son atendidos en
ocho hospitales pitlicos de la Ciudad de México.

La leucemia es &l cancar mas comun que afecta a los nifos, y en la Ciudad de México se
ha reportado que este cancer 5 ain mas comdn que en ofras ciudades del mundo. Hasta el
momento no se conocen |as causas de esta enfermedad.

El objetivo de Ia presents investigacion 23 evaluar si los nifios mexicanos con leucemia tienen
slteraciones en el funcionamiento de las células llamadas asesinas naturales (Natural Killer,
NK) que son las encargadas de eliminar c2lulas cancerigenas, lo cual podria estar relacionado
con &l origen de la leucemia y ayudaria a mejorar el conocimiento actual que se tiene de la
enfermedad y en un futuro poder encontrar nueves tratamientos.

Si ustad autonza que su hijo participe se realizara lo siguiente:

a) Usted y su pareja responderan a un cuestionario que tiene una duracion de una
hora. El cuestionario incluye preguntas acerca de sus nombres completos, fecha de
nacimiento, caracteristicas de su vivienda, escolaridad, ocupacidn, ingreso
economico y nimero de hijos, etc. También se ke preguntaran datos de enfermedades
recientes y pasadas de su nifo (3) como peso al nacimiento. vacunas, infectiones, y
hospitalizacion por infecciones. Le comentamos ademas que ustad es libre de decidir
si responde a I35 preguntas que le realicemos.

b) En segundo lugar, tomaremos 5 ml extra de la sangre (que equivalen a una cucharadita)
que a su hijo(a) Iz es tomada como partz de los examenss de laboratorio que de rutina
se le realizaran durante las diferentes fases del tratamiento y que forman parte de los
estudios que indica su médico.

c) En caso de que ustad autorice que |a muestra de su hijo(3) sea guardada para estudios
futuros, dichas muestras s= aimacenaran durants 3! menos 5 ahos en el Laboratorio
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de Biologia Molecular de las Leucemias del Servicic de Hematologia Pediatrica. del
Hospital de Pediatria dzl Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Dichas muestras
podrian ser utifizadas para estudios futuros sobre genética de |a leucemia.

Posibles riesgos y molestias: Las molestias de |a toma de sangre seran minimas y estas consistiran en dolor y rara vez
sangrado y podria formarse un pequeho moreton 2n la zona de la toma de muestra.

Posibles beneficios que recibird 3l participar en  Usted{es) no obtendra(n) un beneficio directo al participar en este estudio. Los resuitados del
2l estudio: presente estudio podrian contribuir 2 que se conozca mas acerca de Is enfermedad. Ademas,
usted ni su hijo recibirdn un pago por participar en esta investigacion.

Informacién sobre resultados y altemativas de Los resultados se les daran 3 los medicos tratantes de su hijo para que efios tomen las

tratamiento: medidas necesarias de acuerdo con su juicio clinico en beneficio de su paciente. Ustedes
podran contactar a los investigadores principales cuyos datos se encuentran al final de esta
carta de consentimiento informado en cualquier momento, si usted (es) quisieran conocer mas
informacion acerca de la investigacion que ellos llevan a cabo.

Participacion o retiro: Queremos hacer de su conocimiento, el compromiso que tenemos de dar respuesta a

cualquier pregunta y aclaracion a cualquier duda acerca de los precedimientos, riesgos,
beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacién. Su participacion en estz estudio
&5 completamente voluntaria y sin costo. Si usted decide que su hijo(a) no participe en este
estudio, de cualquier manera, su hijo(a) recibira la atencidn médica que susle racibir en esta
Institucion Hospitalaria. Esto es, no afectara su relacion con estz hospital y tampoco afectara
su derecho a obtener los servicios de salud u otros s2rvicios 3 los que tiene derecho.
Si en un principio desea participar y posteriorments cambia de opinion, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momente, es decir pusde solicitar que se destruya y no se
analicz la musstra de su hijo(a), y puede también soficitar que los datos de Iz enfrevista no se
utilicen en la investigacion. El abandonar el estudio 2n el momento que quiera ne modificara
de ninguna manera los beneficios que usted tiene como pacients de esta Institucidn, solo
tendria que ponerse 2n contacio con los investigadores principales a los teléfonos o 2n la
direccion que aparecen al final de este documento.

Privacidad y confidencialidad: Cabe mencicnar que no revelaremos por ningun motivo los resultados de las pruebas
g=néticas ni de los datos de la entrevista a ninguno de sus parientss ni 3 ninguna otra persona.

En caso de coleccion de matenal biologico (si aplica):

% Si autorizo gue se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudios y estudios futures.
Disponibilidad de tratamiente médico en derechohabientes (si aphica):

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Si ustad(es) tiene(n) dudas, preguntas o quiersn tener contacto con los investigadores principales
del presente estudio, ustedes podran comunicarse con el Or. Juan Manuel Mejia Aranguré, que es
el investigador responsable del estudio al tzléfono: 5556276000 ext 21963, quien se encuentra en
el 4°. piso de |a Torre de Ia Academia Nacional de Medicina. Centro Médico Nacional Siglo XX del
IMSS, ubicada en Avenida Cuauhtémoc 330, 06720. Ciudad de México, México.

Colaboradores:

En caso de dudas o aciaraciones sobre sus derechos como participante podrd dirigirse a: Comisidn de Etica de Investigacion de Iz CNIC del
IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue "B de Ia Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 08720. Teléfono (55) 56 27
G0 00 extension 21220, Correo electronico: comitesticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
tutores o representante legal

Testige 1 Testigo 2

Nombre, direccidn, relacidn y firma Nombre, direccion, relacidn y firma

Este formato constituye una guia que deberd completarse de acuerdo con Ias caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion, sin
omitir informacion relevants del estudio.

Clave: 2810-009-013
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Anexo 2: Copia de carta asentimiento informado.

Carta de Asentimiento Informado
(para nifios mayores de 8 afos)

Nombre del Estudio: “Regulacién epigenética de las fun-
ciones efectoras de las células NK en nifios con leucemia
linfoblastica aguda”.

Hola, mi nombre es
(nombre de quien solicita el asentimiento). Quiero invitarte a
participar en una investigacion en donde buscamos estudiar
los genes en tu sangre. Los genes son lo que heredamos de
nuestros abuelos y de nuestros padres y que nos hace diferen-
tes a otras personas, son los que tienen que ver ademas, con
nuestro color de ojos, cabello, entre otras cosas. Estos genes
estan en nuestra sangre, y en todo nuestro cuerpo.

G e TN e Yo %

£ 2y

PELO RIZADO O LISO

WO OE
PELO EN PO O

(-\‘ IV‘\ ,//,

. ™)
\q 'y (& ™)

OREM CON O SIN LOBULO
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ISi td quieres Quedes estar en nuestro estudio, el cual se trata de tomarte un poco de tu sangre,
lo cual sera rapido y de la forma como se muestra en los siguientes dibujos:

- —

Paso 3
Después de tomar un poco de tu sangre nosotros revisariamos en un laboratorio tu sangre.
De esta forma i ayudaras a que se conozca mas acerca de la leucemia. Debo decirte que
solamente a tu doctor se le dara el resultado del estudio de tu sangre.
Tu(s) papas (papa/mama) saben que te estamos invitando a que seas parte de este estudio
y a ellos también se les preguntara si nos dejarian tomarte sangre en el momento que te
pongan suero o te tomen una muestra de laboratorio. Si ellos dicen que SI. y ti también dices
que SI, entonces te tomaremos un poco de tu sangre como te mostramos en los dibujos.
Sitti no deseas participar en el estudio no se te tomara muestra de sangre, pero se te seguira
atendiendo por tu enfermedad y nadie se enojara contigo. En caso de que primero si quieras
y después ya no quieras participar en el estudio también te respetaremos.

Nombre del nifio Fecha
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Anexo 3: Paneles de caracterizacion fenotipica en células NK

Tubo # Anticuerpo Clona Marca  Cantidad de anticuerpo

1 anti-NKG2D acoplado a PerCP / Cy5.5- 1D11 Biolegend 200ng
anti-NKG2A acoplado a PE REA110 Miltenyi *2uL
anti-NKG2C acoplado a PE / Vio 770 REA205 Miltenyi *2uL
anti-CD57 acoplado a Pacific Blue HCD57  Biolegend 500ng
anti-CD69 acoplado a Brilliant Violet 510 FN50 Biolegend 100ng
anti-CD16 acoplado a APC / Cy7 3G8 Biolegend 200ng

2 anti-TIGIT acoplado a PerCP / Cy5.5 A15153G Biolegend 200ng
anti-CD96 acoplado a PE NK92.39 Biolegend 600ng
anti-DNAM acoplado a Brilliant Violet 510 11A8 Biolegend 200ng
anti-NKP46 acoplado a Pacific Blue 9E2 Biolegend 500ng

3 anti-CRACC acoplado a PerCP / Cy5.5 162.1 Biolegend 400ng
anti-2B4 acoplado a Pacific Blue C1.7 Biolegend 1200ng
anti-NTB-A acoplado a PE / Vio 770 REA339  Miltenyi *2uL
anti-CD85j acopladoa PE GHI/75  Biolegend 600ng

*Concentracién de anticuerpo no especificada por el fabricante, se utilizé la cantidad de anticuerpo recomendada en el inserto. La
cantidad de anticuerpo sefialada fue por muestra de 75uL de sangre total.

Anexo 4: Valor de percentil 50 de receptores de células NK en controles

Caracteristicasde células NK P50

MIF de Inmunoreceptores

NEGID 630.3300
NEG2A 24173800
NEGIC 1311600
NEP46 340,5300
CDa2 2033500
TIGIT 5314200
CD96 331,1600
DNAM 9374300
CD37 263870300
CD85 2348300
CD16 1830 6100
%o CélulasNK positivas para inmunoreceptores
NKGID T7.7000
NEGIA 4650000
NKG2C 2520000
NEP46 46.30000
CDa% 2830000
TIGIT 6300000
CD%% 54.40000
DNAM 96.00000
CD37 62.00000
CDB83 32.00000
CD16 00.40000
% Subpoblaciones
NE Dim % 843533
NK Bright % 0.4397
NK Total % 03367
NEG2A- CD3T- 16,8300
NEG2A+ CD37- 18,8000
NEG2A+ CD3T+ 23,3300
NEG2A- CD3T+ 33,7400
ACD107 de ensayos funcionales
K562" 2041043
P813 1842079

Controles evaluados= 21; 112 individuos controles; 2 10 individuos controles;
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Anexo 5: Tabla con valores p de expresion relativa (MIF) de receptores, evaluados
en poblacidn total de células NK en pacientes con LLA y controles, obtenidos de la
prueba Mann-Whitney.

INMUNORECEPTOR VALOR P
NKG2A NS
NKG2D 0.0170

0.0040
NKG2C xn
D16 NS

0.0011
D57 -
CD69 0.0127

0.0045
CD96 "
TIGIT NS
NKP46 NS
ONAM 0.0005

CD85j

* ok k

NS

Anexo 6: Tabla con valores p de expresion relativa (MIF) de receptores, evaluados
en subpoblaciones de células NK en pacientes con LLA y controles, obtenidos de la
prueba Mann-Whitney.

NKG2A-CD57- NKG2A+CD57- NKGA+CD57+ NKG2A-CD57+
NKG2A NS NS NS NS
NKG2D 0.0031 ** 0.0123* 0.007 ** 0.0165*
NKG2C 0.0149 * NS NS 0.0026 **
CDh16 NS NS NS NS
CD57 0.0322 * NS 0.0062 ** 0.0008 ***
CD69 NS NS 0.0479 * NS
CD9%6 0.0051 ** 0.0025 ** 0.0062 ** 0.0081 **
TIGIT NS NS NS NS
NKP46 NS 0.0406 * 0.0484 * NS
DNAM 0.0004 *** 0.0022 ** 0.0015 ** 0.0005 ***
CD85 NS NS NS NS
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NK cells have unique attributes to react towards cells undergoing malignant
transformation or viral infection. This reactivity is regulated by activating or
inhibitory germline encoded receptors. An impaired NK cell function may result
from an aberrant expression of such receptors, a condition often seen in
patients with hematological cancers. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the
most common pediatric cancer worldwide and NK cells have emerged as
crucial targets for developing immunotherapies. However, there are important
gaps concerning the phenotype and behavior of NK cells during emergence of
ALL. In this study we analyze the phenotype and function of NK cells from
peripheral blood in pediatric patients with ALL at diagnosis. Our results showed
that NK cells exhibited an altered phenotype highlighted by a significant
reduction in the overall expression and percent representation of activating
receptors compared to age-matched controls. No significant differences were
found for the expression of inhibitory receptors. Moreover, NK cells with a
concurrent reduced expression in various activating receptors, was the
dominant phenotype among patients. An alteration in the relative
frequencies of NK cells expressing NKG2A and CD57 within the mature NK
cell pool was also observed. In addition, NK cells from patients displayed a
significant reduction in the ability to sustain antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC). Finally, an aberrant expression of activating receptors is
associated with the phenomenon of leukemia during childhood.
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NK cells, acute lymphoblastic leukemia, immunooncology, cancer, immune system
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Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common
pediatric cancer worldwide and follows a lethal course if an
effective treatment is not provided (1). Whereas the causal
mechanisms of ALL are not well known, the whole series of
intrinsic and extrinsic factors that contribute or influence the
course of the disease, are neither fully explored. A link between
immune system and cancer is based on the ability of immune
cells to recognize and eliminate cancer cells (2, 3). A failure in
the mechanisms by which immune cells recognize and eliminate
malignant cells may favor the emergence of cancer. Whereas this
condition is well described and documented in solid tumors,
much less is known in liquid cancers such as ALL (4). Relative to
other immune populations, NK cells play a dominant role in
recognizing and eliminating leukemia cells (5). In agreement
with this idea, improved cure rates of high-risk pediatric ALL
patients have been observed following hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) from donors with alloreactive NK cells
(6-8). Furthermore, NK cells arising from the grafted
hematopoietic precursors, were found to be responsible for a
favorable clinical outcome (9). Therefore, NK cells are key
mediators of immunosurveillance and they have emerged as
an important immune population targeted for cancer
immunotherapy (10-12). Despite the potential for NK cells in
the treatment of acute leukemia (13), several studies have
documented that ALL blast are not effectively eliminated
by NK cells (14-17). Whereas the precise mechanisms
underlying this phenomenon remain poorly understood,
it is proved that the numbers and function of NK cells are
compromised (17-20).

NK cells recognize and destroy malignant cells by surveying
for a lack of cell surface major histocompatibility complex
(MHC) class I molecules (‘missing-self’), as well as de novo
appearance of molecules on target cells (‘induced-self’) (21). NK
cell recognition and reactivity are mediated by various germline
encoded receptors that either stimulate or restrain NK cell
effector functions (21, 22). Among receptors with activating
functions for NK cells are those belonging to the Natural
Cytotoxicity Receptors (NCR) family, Signaling Lymphocyte
Activation Molecule (SLAM) family, Natural Killer Group
(NKG) (23), and Immunoglobulin (Ig)-like receptors such as
DNAM-1 (CD226) (24, 25). By contrast, receptors grouped in
the NK cell Ig-like receptors (KIR) family, are responsible for
recognizing “self”, and to provide inhibitory signals to prevent
unsolicited NK cell activation (26). In addition to inhibitory
KIRs, others receptors have been shown to dampen NK cell
function, including TIGIT, CD96, TIM-3, and PD-1 (27, 28).
The expression density of activating and inhibitory receptors
may also influence NK cell reactivity. Indeed, defective NK cell
effector functions may result from aberrant expression of
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receptors, a phenomenon often seen in patients with various
types of cancers and other pathologies (29-33). Recent studies,
have also suggested a role for inhibitory checkpoints in mediate
immune suppression (34), however their contribution in an
abnormal NK cell function during ALL remains elusive.

In this study, we demonstrate for the first time that in a
cohort of 72 pediatric ALL patients, NK cells from peripheral
blood exhibited a reduced overall expression of various
activating receptors at diagnosis relative to age-matched
healthy controls. By contrast, we did not find any significant
difference between patients and controls regarding the
expression of inhibitory receptors. Moreover, among ALL
patients, the frequencies of NK cells with a decreased
expression in more than one single-type of activating receptors
was dominant over NK cells with a decreased expression in just a
single-type of activating receptors. In addition, a significant
change in the relative proportions of NK cells expressing
NKG2A and CD57 in the mature NK-cell pool was observed
in ALL patients compared to healthy controls. Moreover, NK
cells from patients displayed a significant reduction in reverse
antibody dependent cell cytotoxicity (rADCC) compared to
healthy controls. Finally, a logistical regression analysis
demonstrated that an abnormal expression of activating
receptors in NK cells is associated with an increased risk of
developing childhood ALL, suggesting a protective role of
activating receptors against acute leukemia.

Materials and methods
Patients and study design

This study was conducted under two different designs. The
first, is a case-control study that included 72 patients with newly
diagnosed ALL, and 21 age-matched healthy controls (Table 1).
A second cohort study, that included the same 72 ALL patients,
was designed for identifying possible associations between the
NK cell phenotype and the risk of acute lymphoblastic leukemia.
Peripheral blood samples were collected from incident cases of
ALL treated in public hospitals in Mexico City under 18 years of
age. Diagnosis of ALL was based on the morphologic and
immunophenotypic features of leukemic cells. Peripheral blood
samples (2-3 ml) from patients were obtained at diagnosis and
before treatment initiation. Healthy controls were matched with
cases according to gender frequencies and age. The exclusion
criteria for controls were neoplasms, hematological diseases, and
congenital malformations. Allergies and infections were an
exclusion criteria if they were the reason for the hospital
admission at the time of recruitment. An approval by National
Scientific Research and Ethics Committee was obtained with the
number R-2016-785-042.
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TABLE 1 Clinical characteristic of the validation cohort.

Study variables Controls ALL cases
n=21 n=72
n (%) n (%)

Child’s sex

Female 10 (47.6) 32 (44.4)

Male 11 (52.4) 40 (55.6)

Age group (years)

<1 1(4.7) 1(1.4)

1-9 11 (52.4) 42 (58.3)

=10 9 (42.9) 29 (40.3)

Infections in the first year of life

No 8 (38.1) 26 (36.1)

Yes 13 (61.9) 46 (63.9)

Allergies

No 13 (61.9) 60 (83.3)

Yes 8 (38.1) 12 (16.7)

Leukocyte Count

< 50,000 — 58 (80.6)

> 50,000 _— 14 (19.4)

Rearrangement

Not Detected _— 67 (93.1)

Detected _— 5(6.9)

Immunophenotype

Pre-B _ 70 (97.2)

T cell _ 2(2.8)

NCI Risk

High Risk 37 (51.4)

Standard Risk 35 (48.6)

Relapse

No _ 65 (90.3)

Yes _ 7(9.7)

Death

No N 64 (88.9)

Yes _ 8 (11.1)

ALL, acute lymphoblastic leukemia.
The median follow-up time of the patient cohort was 10 months (4-19 months) after
confirmation of the diagnosis.

Clinical data collection and risk
classification

Risk classification at diagnosis was based on the National
Cancer Institute risk criteria. All patients were treated according
to the chemotherapy protocol used in each hospital where
patients received medical care. For the case-control study,
variables as infection during the first year of age and allergies
during the infancy were registered as confounding variables. The
medical history of cases and controls regarding common
infections in the first year of life and allergies was explored as
it has been recommended and used in previous studies (35, 36).
In relation to common infections, we interrogated for any
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infections (including routine childhood viral infections, non-
severe infections such as acute otitis, serious infections causing
hospitalization, among other common infections). Concerning
the allergies, the cases’ parents were required to indicate whether
their children had any allergy for at least 1 year before the
diagnosis of ALL, whereas the control children’s parents were
asked about the occurrence of any allergy at least 1 year before
the interview. The parents were questioned about the specific
type of allergy (asthma, rhinitis, skin allergy, and other allergies
such as seasonal, food, drug, etc.).

Antibodies and reagents

The antibodies used in this study are listed in
Supplementary Table 1.

NK cell phenotyping

Peripheral blood was collected in EDTA-containing
vacutainers. Then, 50 pl of blood was aliquoted in three
different tubes and incubated with a different combination of
primary antibodies (Ab) for 30 min at 4°C (Supplementary
Table 1). Then, cells were washed, red blood cells lysed with
1X lysis bufter (BD Pharm LyseTM Cat: 555899) and, fixed with
2% paraformaldehyde for subsequent acquisition.
Autofluorescence was used as a negative control, previously
validated with isotype controls using the same combination of
fluorochromes. The samples were acquired in a FACSCanto II
cytometer (BD bioscience). NK cells were defined as CD3-
CD20-CD14-CD56+ cells. Final analysis of the expression for
each NK cell marker was performed using FlowJo 7.6.5 software
(Tree Star, Ashland, OR) and Infinicyt 2.0.4.

NK cell degranulation assays

NK cell degranulation assays were performed as elsewhere
described (37, 38). Briefly, PBMCs (1x10°/ml) were incubated
with P815 cells (2x10%/ml) in a total volume of 200 pl in a 96 well
plate. P815 cells were supplemented with 5mg/ml of anti-CD16
mAD (Clone 3G8, eBiosciences). After 3 hours of incubation at
37°C, cells were recovered and stained using following
antibodies: anti-CD3 FITC, anti-CD56 APC, and anti-CD107
PE (Biolegend, clone H4A3). GolgiStop was not included in
these assays. Cells were acquired on FACSCanto II (BD
bioscience) and analyses with the use of FlowJo 7.6.5 software
(Tree Star, Ashland, OR). Gates were set to exclude CD3+
lymphocytes. Thereafter, the percentage of cells positive for
CD107a was obtained after gating in CD3-CD56+
lymphocytes. The basal percentages for CD107a were obtained
from PBMCs incubated with P815 cells with no agonist mAb.
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Degranulation was represented as the fold increase for CD107a,
which is the difference between the percentage of NK cells
expressing CD107a at surface after stimulation with P815
cells supplemented with agonist mAb, and the percentage of
NK cells expressing CD107a at NK cell surface after incubation
with P815 cells with no agonist mAb. NK cell degranulation
assays were performed in 32 acute leukemia patients and 10 age-
matched healthy controls.

Statistical analysis

The analysis was conducted using SPSS software (version 21;
IBM Statistical Package for the Social Sciences, Chicago, IL). A
descriptive analysis was performed calculating frequencies and
percentages for the categorical variables. Likewise, the
distribution of continuous variables was evaluated using
Shapiro-Wilk. The percentages on NK cells expressing a given
surface marker and its relative expression displayed a non-
parametric distribution. The difference in the expression of
each receptor between cases and controls was evaluated using
the Mann Whitney U one-tailed test. A value of p <0.05 was
considered statistically significant. Furthermore, the expression
of the immunoreceptors was categorized into two groups
according to the 50th percentile of the expression observed in
the control group. Subsequently, the 95% confidence interval
(CI), the unadjusted odds ratios (OR) and adjusted odds ratios
(aOR), were calculated using unconditional logistic regression
analysis. Adjusting variables were the child’s age, gender,
infections during the first year of life, and a history of
allergies. In this study, infections and allergies were considered
as confounding variables since an early life exposure to
infectious agents and allergies are two well-known proxies of
the immune stimulation process that have been associated with
acute lymphoblastic leukemia during childhood (36, 39).
Additionally, associations between immunoreceptors and
clinical characteristics (age >10 years, male sex, history of
allergies, >50,000xmm3 leukocyte count and T cell
immunophenotype) and outcomes (relapse, death) were
explored in the group of cases with ALL. For Venn diagrams
we use the Eulerr package for R version 6.1.0.

Results

Demographic and clinical features of
pediatric ALL patients

In this study, we characterized peripheral blood NK cells
from 72 ALL patients, collected at diagnosis, along 21 age-
matched healthy controls. In the present study no significant
difference was observed between cases and controls regarding
child’s sex and age (Table 1). B cell (B)-ALL was the
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predominant disease subtype, accounting for 97.2% of all
patient samples analyzed, with 6.9% of total patients harboring
a genetic rearrangement. 14 patients (19.4%) presented with
leukocyte counts >50,000 x mm?, 7 patients (9.7%) relapsed, and
8 patients (11.1%) died (Table 1). Infections during the first year
of life was found to be similar between control and ALL groups
(61.9% and 63.9%, respectively), while allergies were more
frequent in the group control (38.1% and 16.7%,
respectively) (Table 1).

Decreased expression of activating
receptors in NK cells from patients with
acute leukemia

Before analyzing the phenotype on peripheral blood NK
cells, we compared the relative frequencies of NK cells between
patients and controls. The relative frequencies of the two major
NK cell subsets (CD56 dim and CD56 bright) were significantly
reduced in pediatric ALL patients compared with age-matched
healthy controls (P<0.0001) (Supplementary Figures 1A, B).
Then, we analyzed the expression frequency of major
receptors associated with NK cell activation. As reported
before (17, 24), we observed a significant decrease (P=0.0252)
in the percentage of NKp46" NK cells in ALL patients compared
with controls (Figure 1A). A significant decrease in the
percentages of NKG2C'NK cells (P=0.0084) and NKG2D" NK
cells (P=0.0008) was also found in ALL patients when compared
with healthy controls (Figure 1A). DNAM showed also a
significant decrease (P=<0.0001) in the percentage of DNAM-
1" NK cells in ALL patients when compared with healthy
controls (Figure 1A). Finally, the relative frequencies of NK
cells expressing members of the SLAM including 2B4
(SLAMF4), NTBA (SLAMF6), or SLAMF7, were also
significantly decreased (2B4" P<0.0001; NTBA* P<0.0001;
SLAMF7* P=0.0002) in ALL patients relative to age-matched
controls. Representative flow cytometer plots from controls and
patients are shown in Figure 1B.

We analyzed the percentage of NK cells expressing markers
associated with alternative lymphocyte and NK cell functions,
including differentiation and cellular retention. For these
markers, we did not observe a significant difference in the
percentage of CD16+ NK cells in ALL patients when
compared with controls (Supplementary Figures 2A, B). Like
CD16, we observed no significant difference in the percentage of
NK cells expressing CD69 (Supplementary Figures 2A, B).
Finally, we also assessed the expression percentage of CD57, a
marker associated with replicative senescence or terminal
differentiation (40-42). The percentage of CD57" NK cells was
significantly reduced (P=0.0175) in ALL patients relative to
healthy controls. Consistent with a reduced percentage
positivity, we found lower overall expression density of
NKG2C, DNAM-1, SLAMF7, NBTA, 2B4, and CD57
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FIGURE 1

CD56 —»

Percentages of NK cells expressing distinct activating receptors from ALL patients and healthy controls. (A) The frequencies of CD3 CD20"
CD14°CD56" cells expressing distinct activating receptors were analyzed by flow cytometry in 72 ALL patients and 21 healthy controls. Vertical
lines indicate standard deviation. The horizonal lines represents the mean value. P values reports significance according to U-Mann Whitney
Test one-tail. HC: healthy controls; ALL: Acute lymphoblastic leukemia patients. (B) Representative FACS plots depict the percentage of CD3
CD20°CD14 CD56" cells expressing distinct activating receptors from healthy controls (n = 21) and ALL patients (n = 72). HC: healthy controls;

ALL: Acute lymphoblastic leukemia patients

(Figures 2A-C). Interestingly, despite the lack of overt
differences in percent positivity, we found lower overall
expression density of CD69 on NK cells. Altogether, the data
suggest that NK cells from pediatric ALL patients display an
aberrant NK cell phenotype characterized by a significant
reduction in the percent positivity and overall expression
density of various activating receptors.

NK cells from pediatric ALL
patients exhibit normal inhibitory
receptor expression

Alongside inhibitory receptors belonging to the KIR family,
several recently-described receptors have been ascribed broad
immunoregulatory roles (27). One of such receptors, TIGIT, has
been shown to inhibit the effector function of both T and NK cells
(43-45). With this in mind, we evaluated the expression frequency of
TIGIT on peripheral blood NK cells from pediatric ALL patients.
While we failed to observe significant differences in TIGIT" NK cells
between ALL and healthy donor samples, we found a significant
decrease in CD96, another member of the DNAM-1-TIGIT axis
(46) (Figure 3). NKG2A, is an inhibitory receptor which expression
is upregulated in patients with acute leukemia (17). No significant
differences were observed for the percentage of NKG2A™ NK cells
between patients and controls (Figure 3). Finally, we also evaluated
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the expression frequency of CD85j (ILT2), an immunoglobulin (Ig)-
like receptor, which displays an inhibitory role in NK cells upon
ligation with HLA molecules (47). As with TIGIT and NKG2A, we
did not find any significant differences in the percentage of NK cells
expressing CD85j in ALL patients when compared with controls.
When the overall expression of NKG2A, TIGIT, and, CD85j was
analyzed, we did not find any significant difference between healthy
controls and ALL patients (Figures 2A-C). As an exception to these
findings, a significant decrease in the expression density of CD96 was
observed in ALL patients when compared to healthy controls. These
data suggest that in contrast to broad modulation of activating
receptors, NK cells from pediatric ALL patients do not display an
irregular inhibitory receptor expression profile.

A convergent decreased expression of
activating receptors dominates the NK
cell phenotype among ALL patients

Since a significant reduction in the expression frequency of
various NK cell activating receptors was observed in ALL
patients when compared with healthy controls, we analyzed
the concurrent expression patterns for such activating receptors
among NK cells from ALL patients. Patients were distributed in
two categories based on the 50th percentile. Seven different
possible phenotype combinations were analyzed and their
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Relative expression of activating and inhibitory receptors on NK cells. Relative expression, represented as the mean fluorescence intensity (MFI),
of activating and inhibitory receptors in NK cells from total healthy controls (n = 21) (A) and ALL patients (n = 62) (B). Histograms cover all the
values obtained for each control and patient as indicated. (C) Summary of data for frequencies of NK cell expressing distinct activating and
inhibitory receptors from21 healthy controls and 62 ALL patients. The vertical lines indicate standard deviation. The horizonal lines represent the
mean value. Results were considered significant at * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001

profiles were analyzed by the Eulerr package for R version 6.1.0.
(Figure 4). We found that in 62% (n=44) of patients with ALL,
NK cells had a convergent decreased expression frequency for
SLAMF7, 2B4 and, NTB-A (Figure 4A, top panel). In contrast,
only one patient (3.6%) display a normal concurrent expression

for such activating receptors (Figure 4A bottom panel). A

FIGURE 3

concurrent decreased expression frequency for DNAM-I,
TIGIT and, CD9% in NK cells was observed in 53% of ALL
patients (Figure 4B, top panel), whereas 16.2% of ALL patients
showed NK cells with a normal concurrent for DNAM-1, TIGIT
and, CD96 (Figure 4B, bottom panel). Finally, when we analyzed
the expression profile for DNAM-1, 2B4 and, NKG2D, we found
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Percentages of NK cells expressing distinct inhibitory receptors on NK cells form healthy controls and ALL patients. (A) The frequencies of CD3
CD20°C14°CD56™ cells expressing distinct inhibitory receptors were analyzed by flow cytometry in 72 ALL patients and 21 healthy controls.
Vertical lines indicate standard deviation. The horizonal lines represents the mean value. (B) Representative FACS plots depict the percentage of
CD3°CD20°CD14 CD56" expressing distinct inhibitory receptors on NK cells from healthy controls (n = 21) and ALL patients (n = 72). HC:
healthy controls; ALL: Acute lymphoblastic leukemia patients. NS, Not significant.
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FIGURE 4

Analysis of concurrent expression of receptors in NK cells among ALL patients. Venn diagrams showing the number of functions, as defined by
Boolean gating, simultaneously exhibited by NK cells in patients below the 50th percentile (top panels) or above the 50th percentile (bottom
panel) for SLAM, 2B4 and, NTB-A (A), DNAM-1, TIGIT and, CD96 (B), DNAM-1, 2B4 and, NKG2D (C). The seven possible combinations are
represented with a different color and the number of patients having one of these possible combinations are indicated as percentages.

that in 71% of ALL patients, NK cells displayed a concurrent
decrease expression frequency for DNAM-1, 2B4 and, NKG2D
(Figure 4C, top panel), whereas only 13% of ALL patients
presented a normal concurrent expression for these activating
receptors (Figure 4C, bottom panel). Therefore, these data
suggest that among ALL patients, the percentages of NK cells
with a decreased concomitant expression for various activating
receptors either belonging to a single family or multiple families
was dominant over NK cells displaying a significant reduction is
just a single type of receptor.

NK cells from patients with pediatric ALL
display an abnormal differentiation
phenotype in the mature NK-cell pool

Loss of NKG2A expression, accompanied by acquisition of
CD57 and KIRs, has been shown to be useful in determining the
differentiation status of NK cells (19-22). Using these markers,
we investigated the relative impact of ALL on NKG2A/CD57-
delineated NK cell subsets. Interestingly, relative to healthy
donor controls, the percentage of NKG2A"CD57 (immature-
like) NK cells were significantly increased (P=0.0242), whereas
NKG2A CD57" (mature) NK cells were significantly decreased
(P=0.0474), suggesting that patients with ALL exhibit defects in
NK cell terminal differentiation (Figures 5A, B). Based on these
findings, we decided to analyze the relative expression of
activating and inhibitory receptors in the four major NK cell
subsets distinguished by the differential expression of NKG2A
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and CD57. As shown in Figure 5C, the downregulation of
NKG2D, CD96, DNAM-1, SLAMF7, NTBA, and 2B4 was
significant consistent through the four major subsets of the
peripheral NK cell pool. These data suggest that irrespective of
the heterogeneity of subsets observed in the NK cell pool,
activating receptors are broadly modulated in pediatric
ALL patients.

NK cells from ALL patients exhibit an
abnormal cytotoxicity

An impaired NK cell effector functions has been associated
with a higher incidence of cancer including hematological
malignancies (48, 49). However, there are few studies assessing
the functional competence of NK cells in pediatric patients with
ALL. Our previous work (19) and that published by Rouce and
collaborators (17) has provided information on the state of NK
cell responsiveness at moment of diagnosis. Since we found that
the expression of multiple receptors was significantly affected in
NK cells from patients compared with healthy controls, we
decide to assess NK cell-mediated cytotoxicity through an
activating receptor whose expression was not significantly
different between patients and healthy controls, as is the case
for CD16, the low affinity receptor for IgG. Therefore, we
analyzed NK cell degranulation in reverse ADCC assays by
using P815 cells supplemented with anti-CD16 mAbs. Our
results showed that the NK degranulation, measured as the
expression of CD107a at NK cell surface, was significantly
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FIGURE 5

Analysis of in the mature NK-cell pool from ALL patients and healthy controls. (A) Representative FACS plots of CD3 CD20°C14 CD56™ cells at
different stages of maturation according to the expression of NKG2A and CD57 from healthy controls and ALL patients. (B) Summary of data for
frequencies of CD3°CD20°C14 CD56" cells according to the expression NKG2A and CD57. Vertical lines indicate standard deviation. The
horizonal lines represents the mean value. P values reports significance according to U-Mann Whitney Test one-tail. HC, healthy controls; ALL,
Acute lymphoblastic leukemia patients. (C) Summary of data for relative expression, represented as the mean fluorescence intensity (MFl), of
CD3°CD20°C14°CD56" cells at different stages of maturation according to expression of NKG2A and CD57. The vertical lines indicate standard
deviation. HC, healthy controls; ALL, Acute lymphoblastic leukemia patients. The horizonal lines represents the mean value. Results were
considered significant at *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001. NS, Not significant.

reduced when compared with healthy controls (Figures 6A, B).
These results demonstrate that ADCC is also affected in NK cells
from ALL pediatric patients. In addition, by Boolean analysis we
evaluated the expression of various NK cell receptors in those
patients that displayed an abnormal degranulation according to
the percentile 50th value. Interestingly, we found that more than
50% of the patients with impaired degranulation displayed a
concurrent decrease in the percentage of NK cells expressing
three different type of receptors (Figure 6C).

A decreased expression of activating
receptors in NK cells is associated with
acute lymphoblastic leukemia

By mean of a logistic regression analysis, we evaluated a
possible association between an abnormal NK cell phenotype,
highlighted by a significant decrease in the relative frequencies
and a downregulated expression of various activating receptors,
with the probability of developing leukemia. To perform such
analysis, the categorical variables, expressed as the percentage of
NK cells expressing a given activating receptor or, as mean
fluorescence intensity (MFI) for each receptor, were adjusted
within the model of logistic regression. When the analysis was
adjusted by sex and age, we observed that a higher percentage of
NK cells expressing NKG2D was associated with a lower
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probability of developing ALL (aOR= 0.23; 95% CI:0.08.-0.67).
A similar trend was observed for DNAM-1 (aOR= 0.18; 95% CI:
0.06-0.56). In contrast to NKG2D, we also found that a higher
expression density for DNAM-1 on NK cell surface was
associated with lymphoblastic leukemia at the moment of
diagnosis (aOR=0.30; 95% CI:0.10-0.89). Furthermore, our
analysis showed that higher percentage of NK cells expressing
2B4, NTBA or SLAMF7, were also associated with a lower
probability of developing ALL during childhood (Table 2).
Finally, the logistic regression analysis also showed that an
increase in the percentages of the two major NK cell subsets in
peripheral blood (NK CD56%™ and NK CD56"8%) was
associated with a lower probability of developing the disease.
However, no association was identified for the relative
frequencies of NK cells subsets distinguished by the differential
expression of NKG2A and CD57 (Table 2). When the logistic
regression analysis was adjusted by sex, age and infection, we
found that a decrease in the percentage of DNAM-1"NK cells,
2B4"NK cells, NTBANK cells, and SLAMF7" NK cells, as well
as a decrease in their expression levels on NK cells, were
associated with lymphoblastic acute leukemia during
childhood at the moment of ALL diagnosis (Table 2). Same
results were obtained for the percentage of NK cells expressing
NKG2D and percentages of CD56*™ NK cells and CD56 """
NK cells (Table 2). Notably, a decreased percentage of NKG2C+
NK cell was significantly associated with acute lymphoblastic
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Degranulation assays in NK cells from ALL patients and healthy controls. Representative FACS plots depict NK cell response (CD107a
degranulation) against P815 supplemented or not with anti-CD16 (clone 4G6). (A) PBMCs (1x106/ml) were incubated with P815 cells (2x106/ml)
for 3 hours in a total volume of 200 ul in a 96 well plate at 37°C. Degranulation was represented as the fold increase of CD107a on NK cell
surface, which is the difference between the percentage of NK cells expressing CD107a at surface after stimulation with P815 cells supplemented
with agonist mAb, and the percentage of NK cells expressing CD107a at NK cell surface after incubation with P815 cells with no agonist mAb.
NK cell degranulation assays were performed in 32 ALL patients and 10 age-matched controls. (B) Summary of data and statistic from 32 ALL
patients and 10 age-matched controls. (C) Venn diagrams showing the number of functions as defined by Boolean gating. The diagrams show
the concurrent expression of various NK cell receptors in those patients that displayed degranulation values under the 50th percentile.

leukemia when the categorical variable was adjusted by sex, age
and allergies history (Table 2).

Finally, associations between immunoreceptors and clinical
characteristics of patient with ALL were also explored. Lower
percentages of CD69" NK cells (OR=0.32; 95% CI:0.12-0.87) and
2B4* NK cells (OR=0.20; 95% CI:0.04-0.09) from patients older
than 10-year-old were associated with higher risk of developing
leukemia. In addition, an association between a higher
percentage of 2B4™ NK cells (OR=5.69; 95% CI:1.16-27.92)
with a lower risk of developing leukemia was observed only
for male patients. A similar result was obtained for a higher
percentage of NK cells expressing DNAM-1 (OR=4.05; 95%
CI:1.05-15.59), but only in patients suffering from allergies. No
other associations were noticed (Supplementary Table 2).

Discussion

A delicate balance between activation and inhibitory signals
largely determines whether an NK cell will kill or not the target
cell. Disruption of this equilibrium by altering the expression of
activating and inhibitory receptors, results in an abnormal NK
cell function that may contribute to cancer. Here, we analyzed
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the expression of various activating and inhibitory NK cell
receptors in pediatric ALL patients at diagnosis.

The role of NCR receptors in the recognition and killing of
cancer cells has been well documented (17, 50-53). Consistent with
prior findings, we observed that the frequencies of NKp46™ NK cells
at diagnosis were diminished in ALL patients compared to healthy
controls. Our study did not involve the analysis of other members of
the NCR family such as NKp44 or NKp30, however their
expression were reported to be normal in pediatric patients with
ALL (17). Since a distinct non-overlapping function has been
attributed to these receptors (54), we cannot exclude the
possibility of an abnormal expression for such receptors in our
patients cohort. NKG2C is involved in the recognition of HLA-E
molecules (55-57). In this study we found that the percentage of
NKG2C+NK cells and overall expression of NKG2C on NK cells
were significantly reduced in ALL patients. The recognition of
HLA-E by NK cells may represent a mechanism for
immunosurveillance of normal biosynthesis of HLA class I
molecules, a process dampened in certain virus-infected or cancer
cells including leukemia (58). Thus, our results suggest that NKG2C
may play an important role in the recognition and killing of
leukemic cells, especially when the dominant contribution of
inhibitory receptors, such as NKG2A, falls beneath a critical
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TABLE 2 Logistic regression analyses for the association between NK cells features (as categorical variables) and the risk of acute lymphoblastic
leukemias in Mexican children.

NK cells features

OR

Sex and age

aOR (95% CI)

Sex, age and infections

aOR (95% CI)

Sex, age and allergies

aOR (95% CI)

MIF Immunoreceptors >p50 !

NKG2D 0.47 (0.17-1.27) 042 (0.15-1.21)
NKG2A 1.65 (0.61-4.50) 1.64 (0.60-4.48)
NKG2C 0.54 (0.20-1.46) 0.53 (0.19-1.47)
NKP46 0.54 (0.20-1.46) 0.52 (0.19-1.44)
CD69 0.37 (0.13-1.03) 0.32 (0.11-0.95)*
TIGIT 0.50 (0.18-1.36) 0.46 (0.16-1.30)
CDY% 0.40 (0.15-1.10) 0.38 (0.13-1.08)
DNAM 0.34 (0.12-0.95)* 0.30 (0.10-0.89)*
CD57 0.32 (0.11-0.88)* 0.31 (0.11-0.88)*
CD85j 0.54 (0.20-1.46) 0.48 (0.17-1.40)
CRACC 0.29 (0.10-0.82)* 0.28 (0.10-0.80)*
2B4 0.32 (0.11-0.88)* 0.30 (0.10-0.85)*
NTBA 0.26 (0.09-0.75)* 0.26 (0.09-0.75)*
CD16 0.80 (0.30-2.15) 0.80 (0.29-2.19)

% NK positive for immunoreceptors >p50 >

NKG2D 0.26 (0.09-0.72)* 0.23 (0.08-0.67)**
NKG2A 1.71 (0.64-4.57) 1.73 (0.64-4.66)
NKG2C 0.37 (0.14-1.01) 0.37 (0.13-1.00)
NKP46 0.51 (0.19-1.37) 0.48 (0.17-1.34)
CD69 0.77 (0.29-2.04) 0.74 (0.27-2.05)
TIGIT 0.45 (0.17-1.22) 0.43 (0.16-1.18)
CD96 0.45 (0.17-1.22) 0.43 (0.16-1.18)
DNAM 0.22 (0.08-0.62)** 0.18 (0.06-0.56)**
CD57 0.43 (0.16-1.15) 0.43 (0.16-1.15)
CD85 0.86 (0.32-2.28) 0.82 (0.30-2.26)
CRACC 0.26 (0.09-0.72)* 0.25 (0.09-0.70)**
2B4 0.20 (0.07-0.57)** 0.13 (0.04-0.46)**
NTBA 0.22 (0.08-0.62)* 0.21 (0.07-0.60)**
CD16" 0.61 (0.23-1.66) 0.61 (0.23-1.67)
% Subpopulations >p50

NK Dim * 0.05 (0.01-0.20)*** 0.05 (0.01-0.18)***
NK Bright 0.27 (0.09-0.75)* 0.25 (0.09-0.72)*
NK Total 0.10 (0.03-0.33)*** 0.08 (0.02-0.29)***

NKG2A- CD57 !

NKG2A+ CD57- !
NKG2A+ CD57+ !
NKG2A- CD57+ !

0.61 (0.23-1.66)
1.54 (0.57-4.19)
1.03 (0.38-2.79)
0.61 (0.23-1.66)

0.60 (0.22-1.64)
1.53 (0.56-4.17)
1.03 (0.38-2.78)
0.61 (0.22-1.67)

043 (0.15-1.23)
1.60 (0.58-4.43)
052 (0.19-1.44)
0.53 (0.19-1.45)
0.29 (0.10-0.90)*
0.46 (0.16-1.30)
038 (0.13-1.11)
0.29 (0.10-0.86)*
0.32 (0.11-0.89)*
049 (0.17-1.44)
0.28 (0.10-0.79)*
0.30 (0.10-0.85)*
0.27 (0.09-0.76)*
0.81 (0.30-2.21)

0.23 (0.08-0.67)**
1.74 (0.64-4.70)
037 (0.13-1.01)
0.48 (0.17-1.33)
0.72 (0.26-2.03)
0.43 (0.16-1.19)
0.43 (0.16-1.18)

0.18 (0.06-0.56)**
0.43 (0.16-1.15)
0.82 (0.30-2.27)

0.24 (0.08-0.68)**

0.13 (0.04-0.46)**

0.21 (0.07-0.60)**
0.61 (0.23-1.67)

0.04 (0.01-0.16)***
0.25 (0.09-0.72)*
0.07 (0.02-0.26)***
0.60 (0.22-1.65)
1.56 (0.57-4.28)
1.03 (0.38-2.79)
0.61 (0.22-1.68)

0.51 (0.17-1.50)
1.82 (0.64-5.17)
0.45 (0.16-1.31)
0.53 (0.19-1.50)
0.27 (0.09-0.85)*
0.54 (0.18-1.58)
0.42 (0.14-1.24)
0.31 (0.10-0.94)*
0.34 (0.12-0.99)*
0.41 (0.13-1.25)
0.31 (0.11-0.91)*
0.33 (0.11-0.96)*
0.32 (0.11-0.96)*
0.99 (0.35-2.85)

0.26 (0.09-0.81)*
2.17 (0.76-6.22)
0.30 (0.10-0.88)*
0.54 (0.19-1.55)
0.79 (0.28-2.24)
0.43 (0.15-1.22)
0.45 (0.16-1.27)
0.22 (0.07-0.72)*
0.45 (0.16-1.25)
0.77 (0.27-2.17)
0.25 (0.09-0.73)*
0.14 (0.04-0.51)*
0.24 (0.08-0.73)*
0.73 (0.26-2.07)

0.04 (0.01-0.18)*
0.28 (0.09-0.83)*
0.07 (0.02-0.29)**
0.64 (0.23-1.80)
1.49 (0.53-4.16)
1.13 (0.40-3.17)
0.55 (0.19-1.57)

ALL: acute lymphoblastic leukemia; OR: odds ratio; aOR: adjusted odds ratio; MIF: medium intensity of fluorescence; CI: confidence interval; >p50: above 50" percentile; NK: Natural killer.
! 62 cases and 21 controls; » 72 cases and 21 controls. *:p<0.05; **: p <0.01; ***: p <0.001. Bold values represent the statistically significant results.

threshold (58, 59). NKG2D is a NK cell receptor, which ligands
represented by ULBPs and MICA/B are upregulated in cancers cells
(60-62). In contrast to the study by Rouce and colleagues (17), we
found a significant reduction in the percentage of NK cells
expressing NKG2D in ALL patients when compared with healthy
controls. A significant downregulation in the expression of NKG2D
on NK cell surface was also noticed. A possible explanation to this
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discrepancy may be due to differences in the percentages of patients
diagnosed with low and high risk ALL. In our study, 37 (51.4%)
patients were diagnosed with high risk leukemia compared with the
32% reported by Rouce. However, further studies will be useful to
precise these findings. DNAM-1 is an activating receptor that upon
ligation with PVR and Nectin-2, triggers NK cell-mediated
cytotoxicity against various cancer cells. Here, we noticed a
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significant reduction in the percentage of DNAM+ NK cells and
overall expression of DNAM. Our data support the notion that
DNAM-1 plays an important role in the recognition and killing of
leukemic cells. Because TIGIT competes with DNAM-1 for binding
to PVR (CD155), a downregulation of DNAM-1 in NK cells may
favor inhibitory signaling, even if the expression levels of TIGIT
remain relatively unchanged, as observed in our patient cohort (63,
64). By contrast, CD96 also represents a competing receptor for
PVR, which expression pattern in lymphoid cells is similar but not
identical to TIGIT (65-67). Unlike TIGIT, we observed that the
percentage of CD96" NK cells and its overall expression were
significant reduced in patients with ALL. Whereas the functional
relevance of CD96 ligation by PVR needs to be determined, our
results suggest that CD96 may play an important role in the
recognition of ALL blast and contribute to modulate the delicate
balance stablished between the DNAM-1-TIGIT-CD96 axis. The
expression of SLAM family receptors on hematopoietic targets cells
make them highly sensitive to NK cell-mediated cytotoxicity when
compared with targets cells lacking expression of SLAM receptors
(68, 69). We found that the proportions of NK cell expressing 2B4,
NTBA or SLAM were all significantly decreased in ALL patients
when compared with healthy controls. Moreover, a downregulation
in the expression of these SLAM receptors was also observed. To
our knowledge, this is the first study documenting an aberrant
expression of SLAM family receptors in pediatric patients with ALL.

Boolean analysis showed that a significant majority of ALL
patients displayed a concurrent decrease in the expression
percentage for at least two different type of receptors. Moreover,
same studies demonstrated that among ALL patients, NK cells
with a concurrent normal expression for more than one single
type of receptor is the less common phenotype. To our knowledge,
this is first report showing an abnormal NK cell phenotype
highlighted by the concurrent decreased expression in at least
more than one single type of activating receptor in children with
ALL at diagnosis. Whether these phenotypes could be associated
not only with the initial presentation of ALL but also with the
prognosis of the disease should be investigated in future studies.

The gradual loss of NKG2A expression and the sequential
acquisition of CD57 has been associated to different differentiation
stages (19-22). We observed that the percentages of NKG2A"CD57"
NK cells were significant increase in patients with ALL when
compared to healthy controls, whereas a significant decreased in
the percentages of NKG2A"CD57" NK cells was also observed. Our
data suggest that lymphoblastic leukemia may impact on different
aspects of NK cell biology including differentiation.

A failure in the NK cell-mediated natural cytotoxicity has been
shown in pediatric patients with ALL (17, 19), however, the
molecular mechanism behind this abnormal effector function
remain elusive. Since an abnormal expression of activating and
inhibitory receptors has been also documented in ALL, a possible
explanation for the impaired NK cell cytotoxicity in such patients,
may be the consequence of an altered balance of activating or
inhibitory signaling. In order to bypass the influence of this
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abnormal expression of activation receptors on NK cell function,
we performed NK cell degranulation assays in response to an
activating receptor whose expression on NK cell surface remain
unaltered between patients and healthy controls as turn to be the
case for CD16. Our results showed than despite a normal expression
of CD16 in NK cells from ALL patients, we observed a significant
reduction of in the ability of NK cells to degranulate in response to
P815 cells supplemented with anti-CD16. Moreover, more than 50
percent of those patients with a poor ability to degranulate also
displayed a simultaneous decreased in the percentage of NK cells
expressing various activating receptors. These results suggest than in
addition to an abnormal expression of activating receptors, other
factors intrinsic to the cytolytic machinery may be also compromised
in NK cell from pediatric patients with ALL.

A logistic regression analysis was conducted to identify
associations between an altered phenotype of NK cells and the
probability of developing acute lymphoblastic leukemia during
childhood. Our analysis indicates that there is a significant
association between a reduction, either in the percentage or density
expression of a determined NK cell receptor and lymphoblastic
leukemia during childhood at moment of diagnosis. This association
was found for the activating receptors NKp46, NKG2C, NKG2D,
DNAM-1, 2B4, NTBA, and SLAMEF7. Our results confirm that a
downregulation in the expression of activating NK cell receptors may
contribute with an inefficient killing of leukemic cells, a phenomenon
also observed in other hematological malignancies including acute
myeloid leukemia, where a diminished expression of NCRs, DNAM
and NKG2D has been suggested to explain the resistance of myeloid
leukemias to NK-mediated lysis (70).

A conclusion from this study is that a significant reduction
in the expression of activating receptors was not limited to only
one single type of receptor or family of activating receptors.
Instead, we observed a concurrent downregulation of multiple
types of receptors belonging to different families. Moreover, our
data also suggest that an overall reduction of percentages of NK
cells expressing a specific type of activating receptor and its
downregulation is significant associated to acute lymphoblastic
leukemia during childhood. Therefore, a normal expression of
activating receptors in NK cells may be important to display an
efficient cytotoxicity towards lymphoblastic acute leukemia.
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