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Resum

En els darrers anys hi hagut un important desenvolupament en el camp de la
recerca biomedica que ha portat a la necessitat de definir nous biomarcadors
tant de diagnostic, prondstic com de seguiment de les malalties i de resposta
terapeutica.

La citometria de flux multiparamétrica s’ha posicionat com una de les
tecnologies més dutils per al monitoratge de les malaties immunomediades,
permeten un analisi detallat i exhaustiu de les subpoblacions limfocitaries
minoritaries en sang periférica.

En aquest treball s’ha abordat I'estudi de les subpoblacions limfocitaries
minoritaries com a marcadors en sang periferica en malalties
autoimmunitaries organoespecifiques, en concret en la malaltia de Graves-
Basedow i en I'Esclerosi multiple.

En pacients amb malaltia de Graves-Basedow s’ha buscat quin patré de
subpoblacions limfocitaries diferenciava aquells pacients en els que tot i estar
clinicament estable es manté la preséncia d’autoanticossos, d’aquells pacients
en qué els autoanticossos han negativitzat.

En I'Esclerosi Mdltiple, s’han analitzat els canvis en les subpoblacions
limfocitaries en sang periférica de pacients amb Esclerosi Multiple Remitent
Recurrent sense tractament i amb formes progressives, comparat amb
donants sans. També s’ha realitzat un estudi observacional en el que s’ha
analitzat la influencia dels tractament immunomoduladors sobre les
subpoblacions limfocitaries.

A més, s’ha fet un seguiment longitudinal durant 12 mesos en un subgrup de
pacients amb Esclerosi Multiple que iniciaven tractament amb fingolimod, un
agonista del receptor de I'esfingosina-1P que reté els limfocits en els ganglis
limfatics. S’ha identificat els patrons limfocitaris a temps basal que diferencien
els pacients que han fet bona resposta al tractament dels que no.

Es resultats recolzen que la caracteritzacid fenotipica de subpoblacions
limfocitaries minoritaries en sang periférica per citometria de flux és una eina
util que permet identificar possibles biomarcadors per al diagnostic i resposta
al tractament de les malalties autoimmunitaries organoespecifiques i, per
extensio, d’altres malalties immunomediades.
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2.1. BIOMARCADORS

El gran aveng en el coneixement dels mecanismes patogenics involucrats en les
malalties immuno-mediades que s’ha produit en els darrers anys ha portat al
desenvolupament de noves terapies biologiques que actuen de manera
selectiva sobre components del sistema immunitari. A més, ha esdevingut
evident el fet que pacients amb el mateix diagnostic poden diferenciar-se en
diferents fenotips tant pel que fa a la presentacio clinica de la malaltia com en

la progressio i resposta a la terapia.!

Poder disposar de marcadors bioldgics que permetin estratificar els diferents
individus afectats per aquestes les malalties i poder escollir de manera
personalitzada la millor estratégia terapeutica per a cada pacient s’ha convertit

en un dels objectius principals en el camp de la recerca biomédica. *

2.1.1. Conceptes

Tot aquest desenvolupament en la recerca translacional enfocat a trobar
biomarcadors per a estudis clinics, ha portat a la necessitat de definir la
terminologia utilitzada en aquest camp. Per aixo el 2015 es va crear el grup
“Biomarkers, EndpointS, and other Tools (BEST)” format per membres del NIH i
la FDA. Aquest grup de treball ha publicat un glossari amb la finalitat de definir

la terminologia a emprar en la recerca biomedica i la practica clinica:’

Qué és un biomarcador?

Un biomarcador és una caracteristica definida que es pot mesurar com a
indicador de processos biologics normals, processos patogénics o resposta a
una exposicié o intervencid (incloent intervencions terapeutiques). Els

biomarcadors poden ser caracteristiques moleculars, histologiques,
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radiologiques o fisiologiques. No sén indicadors de com un individu se sent,

funciona o viu. *

El grup de treball BEST en el seu glossari defineix diferents categories de

biomarcadors:*

- Biomarcadors de risc o susceptibilitat: indiquen el potencial de
desenvolupar una malaltia o afecci6 médica o sensibilitat a una
exposicidé, en un individu sense una malaltia o afeccié medica

clinicament evident.

Biomarcadors diagnostics: s’utilitzen per a identificar individus amb
una malaltia, o condicié d’interés, o per a definir un subgrup d’una

malaltia.

Biomarcadors de monitoratge: es mesuren seriadament i s’utilitzen
per a detectar canvis en el grau o extensié d’una malaltia. També es
poden utilitzar per a indicar toxicitat o estudiar seguretat, o bé per a

evidenciar una exposicid, incloent I'exposicid a productes medics.

Biomarcadors de pronostic: s’utilitzen per a identificar la probabilitat
d’un esdeveniment clinic, una recaiguda o la progressié d’una

malaltia.

Biomarcadors predictius: s’utilitzen per a identificar entre individus
similars aquells que experimentaran un efecte favorable o

desfavorable com a conseqiiéncia d’una exposicié o intervencio.
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- Biomarcadors de resposta o farmacodinamics: s’utilitzen per a
mostrar una resposta biologica que s’ha produit en un individu que

ha rebut una intervencio o exposicié.

- Biomarcadors de seguretat: s’utilitzen per a indicar la preséncia o

abast d’una toxicitat relacionada amb una intervencié o exposicid.

Quina és la diferéncia amb les variables subrogades?

Els surrogate endopoints o variables subrogades son criteris de valoracié que
s’utilitzen en els assaigs clinics com a substituts de la mesura directa de com un
individu se sent, funciona o viu. No mesuren el benefici clinic de principal
interés en si, pero s’espera que pugui predir el benefici o dany basat en

evidencies epidemiologiques, terapéutiques, patofisiologiques o altres. *

Es classifiquen pel seu grau de validacio clinica en:
- Variables subrogades validades
- Variables subrogades amb probabilitat raonable

- Variables subrogades candidates

En la practica, els biomarcadors inclouen diferents eines i tecnologies que
ajuden en la prediccid, causa, diagnostic, progressio, regressié o evolucio d'un
tractament o d’una malaltia. La identificacié de nous biomarcadors pot arribar
a portar a descriure noves entitats amb presentacions cliniques similars i ser
de gran utilitat, no tan sols en el diagnostic i prognosis d’'una malaltia, sind
també en la predicci6 o monitoratge de la resposta al tractament dels

pacients. !
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2.1.2. Fonts dels biomarcadors

Biopsia de teixit: Poder estudiar directament el teixit afectat és la manera més
directa de veure que és el que esta passant i obtenir biomarcadors Utils.
Malauradament, la biopsia és el procediment més invasiu per al pacient, fet
gue fa necessari buscar altres fonts de biomarcadors que donin informacié i
siguin menys invasives. Una excepcio son la pell i mucoses que son teixits de

facil accés pel que seguiran sent fonts Utils de biomarcadors.”>

Orina: és la mostra més facil i menys invasiva de recollir, i té un potencial
important per a la identificaci6 de biomarcadors renals. L'inconvenient de
I'orina és que la seva produccid, en quant a volum i concentracié, és molt

variable i per aixo dificulta molt poder obtenir biomarcadors quantificables.’

Saliva i llagrimes: son fluids més facils d’obtenir de forma poc invasiva, pero es
produeixen en quantitats petites i limitades i aix0 fa que no siguin una bona

font d’obtencié de biomarcadors.”

LCR: aporta molta informacid en les malalties neurologiques, com és I’Esclerosi
Mudltiple, pero s’obté per puncid lumbar que és un procediment invasiu i amb

possibles efectes adversos per al pacient.

Sang periférica: la sang periférica és una mostra poc invasiva i permet poder
mesurar els seus components de una forma més o menys facil i amb poca

1-2 . N .
> Tot i aixd s’ha de tenir en

variabilitat en el seu volum i concentracid.
compte que la seva composicid no és la mateixa durant tot el dia sind que

certs components, com sén els leucocits, varien amb el ritme circadiari.®

En aquest sentit, pel que fa a les malalties immunomediades la inaccessibilitat

al teixits afectats, en la majoria d’elles, fa que sigui dificil monitoritzar la
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progressié de la malaltia i la resposta del pacient a la terapia. L'estudi per
imatge de les lesions patologiques seria, en molts dels casos, una de les
opcions que donaria més informacié per a la monitoritzacié de I'dorgan diana
d’aquestes malalties, pero el fet de que es tracti de tecniques cares i, en alguns
casos, amb Us de radioactivitat fa que el seu Us sigui poc factible en la practica
clinica. Aquesta limitacié ha fet que moltes vegades la forma més senzilla i
menys invasiva per al pacient sigui estudiar els diferents components de sang
periférica que podrien actuar com a marcadors indirectes de la patologia en

I’drgan diana.?

Taula 1. Tipus de biomarcadors, técniques, fonts i aplicacions 2

Tipus de biomarcador Técniques de deteccio Font del biomarcador Aplicacié

Patrons d'expressid génica Arrays génics o de proteines Teixit malalt o afectat Prognostic
Epigeneética RT-PCR Teixit limforeticular Predictiu

SNPs Sequenciacié Sang periférica Diagnostic

mRNAs ELISA (PBMCs, sérum o plasma) Classificacié malaltia
miRNAs Microscopia Orina Monitoratge

RNA no codificant Imatge LCR Orientacié tractament
Metagenomica Citometria de flux Liquid sinovial Monitoratge terapeutic
Proteines Liquid pleural Variables subrogades
Proteomica Saliva

Metabolits

Citocines

Marcadors cel-lulars

Marcadors histologics

2.1.3. Tipus de marcadors en sang periférica en malalties immunomediades

Marcadors genétics

En estudis realitzats en families s’ha vist que I'associacié en germans bessons
monozigots és més forta que en els dizigots o altres germans i han donat la
nocié de que els factors genetics tenen un paper en el desenvolupament de les
malalties immunomediades. "® Tot i aixd, se sap que independentment

d’aquesta susceptibilitat genética, les malalties immunomediades es donen
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sempre en el context d’una interaccié complexa entre el sistema immunitari,

factors ambientals i, de vegades, factors microbiologics.

Gens HLA
L'associacié genéetica més forta s’ha trobat en els gens del complex major

d’histocompatibilitat (MHC), que es troba en el cromossoma 6p21, i en concret

10-12

en la regio HLA. Per exemple, més del 90% dels pacients amb espondilitis

anquilosant sén HLA-B27 i més del 90% dels pacients celiacs sén HLA-DQ2.’

Gens no HLA
Els gens CTLA-4 i PTPN22, son els gens no-HLA que més fortament s’han

associat amb susceptibilitat a patir malalties autoimmunitaries. Tot i que el seu
paper pot semblar contradictori, podent ser tant protector com de

predisposicid, segons la patologia. "

Existeixen diferents estratégies per a la recerca de biomarcadors genetics:’

Microarrays d’expressio genica

Es la técnica més utilitzada ja que permeten analitzar centenars de gens,
identificant aquells que poden ser potencials biomarcadors (ja que s’expressen
de manera diferenciada en un grup d’individus) i que després es podran

quantificar per altres técniques, com pot ser la RT-PCR."

Perfils de miRNA

Els microRNAs (miRNA) son RNA de petit tamany, cadena simple, no
codificants que regulen Iexpressié génica.”* Sén reguladors post-
transcripcionals d’alguns RNA missatgers. > S’han identificat com a reguladors
del desenvolupament de les cel-lules del sistema immunitari i s’ha vist que es

troben involucrats en la patogénia de malalties immunomediades.™ Els miRNA

10
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es troben en sang periferica en quantitats suficients per a poder-los mesurar i

es postulen com a possibles biomarcadors.’

Estudis d’associacié genomica (GWAS) permeten identificar SNPs en petites
guantitats de DNA. La identificacié d’aquests polimorfismes que s’associin a un
grup d’individus en concret ha permeés la identificacié d’un elevat nombre de

possibles biomarcadors en diferents malalties immunomediades. ’

Totes aquestes estrategies i el desenvolupament tecnologic que s’ha produit
en aquest camp en els Ultims anys, ha portat a identificar potencials
biomarcadors perd que encara requereixen d’estudis posteriors que confirmin
la seva utilitat clinica. Un altre dels punts febles dels marcadors genétics és que

I’expressié d’un gen no sempre es relacié amb la de la proteina. > '°

Marcadors proteics

Les proteines juguen un paper molt important en els processos fisiologics i
patologics i fins al moment han sigut les molécules més utilitzades com a

biomarcadors.

Les families de proteines amb un paper important en la resposta
immunologica i per tant, possibles biomarcadors per a les malalties

immunomediades son:

Anticossos
Moltes de les malalties autoimmunitaries, com soén el lupus eritematds

sistemic, I'artritis reumatoide o la malaltia mixta del teixit connectiu, inclouen
en els seus criteris diagnostics la deteccié d’autoanticossos. Tenen un paper

molt important en les malalties autoimmunitaries com a biomarcadors per al

11
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Taula 2. Autoanticossos utilitzats en el diagnostic de malalties autoimmunitaries v

Autoantibody Disease Sensitivity (% )/Specificity (%) Assay
dsDNA SLE 45-60/80-90 IIF, ELISA, IP
DIL*
Sm (U2-U4-6 RNP) SLE 10-20/95 ELISA, ID.IP
UIRNP MCTD 90/90-95 ELISA, ID, IP
SLE 40/30
SS-A/Ro 60 Sjs 50-70/80 ELISA, ID, IP
SLE 45/25
SS-B/La Sis 40/70-90 ELISA, ID, IP
SLE 15/10
Histone/chromatin SLE 7020 ELISA, IB
DIL 80/20
Topoisomerase I/Scl-70 SSc 20/90 ELISA, IB. IP
U3 RNP/fibrillarin SSe¢ 15195 1IF, IP
Centromere SSc 50-60/90 1IF, ELISA, IB
Jo-1/histidyl tRNA synthetase PM/DM 20-30/90-95 ELISA, IB
Citrullinated peptides and proteins RA 65-85/85-95 ELISA
Proteinase 3 Wegener’s granulomatosis 60-70/90-95 ELISA, IB, IIF (cANCA)
Myeloperoxidase MPA 65/80 ELISA, TIF (pANCA)
Pyruvate dehydrogenase complex (M2) PBC 75-80/85 IIF, IB, ELISA, IP
Smooth muscle F-actin Chronic active hepatitis 70125 IIF, ELISA
Intrinsic factor Pernicious anemia 90/70 IIF, ELISA
Human tissue transglutaminase Celiac disease 85/90 IIF, ELISA
Cardiolipin complex APS 80/50 ELISA
2-glycoprotein 1 APS 80/90 ELISA
Basement membrane Anti-GBM disease 80/80 IIF, ELISA
(03 domain of type IV collagen) (Goodpasture syndrome)
Acetylcholine receptor Myasthenia gravis 80/90 ELISA, IB
Thyroid microsomes (thyroid peroxidase) Hashimoto’s thyroiditis 90175 IIF, ELISA
Cadherins Pemphigus vulgaris 90/90 1IF
Skin basement membrane zone Bullous pemphigoid 80/80 jiig
Yo/Purkinje cell PCD 70/95 1IF, IB
Hu PEM 70/90 IIF, IB, IP
APS. antiphospholipid syndrome: cANCA and pANCA, cytoplasmic and perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies: DIL, drug-induced lupus:
ELISA, enzyme-linked immunoassay: IB. immunoblot: IIF, indirect immunofluorescence: IP, immunoprecipitation; MCTD, mixed connective tissue disease:
MPA, microscopic polyangiitis; PBC, primary biliary cirrhosis; PCD, par: lasti bellar d ion; PEM, paraneoplastic encephalomyelitis; PM,
polymyositis; RNP, ribonucleoprotein: SjS, Sjogren syndrome; SLE, systemic lupus erythematosus; SSc, systemic sclerosis; TNF, tumor necrosis factor.
*Some RA patients treated with anti-TNF or sulfasalazine develop features of drug-induced lupus and anti-dsDNA antibodies.

diagnostic, pronostic o de seguiment de la malaltia. L'espectre
d’autoanticossos descrits com a biomarcadors és molt ampli i esta en continu
desenvolupament. A la taula 2 es mostren alguns dels autoanticossos més
utilitzats en la practica clinica.'” Les técniques més utilitzades per a la deteccié
i/o quantificacid6 d’aquests autoanticossos son la immunofluorescéncia
indirecta, els immunoblots, els ELISAs i recentment també Ia

guimioluminiscéncia. Tot i que sén técniques comercialitzades i que cada
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vegada es troben més estandarditzades i automatitzades encara existeix una

elevada variabilitat entre elles.

Citocines
Sén proteines solubles de baix pes molecular que son secretades per cel-lules,

tant del sistema immunitari com no immunitaries. Tenen un efecte molt
potent ja que posen en marxa moltes cascades d’activacié, desencadenant
tant processos inflamatoris com anti-inflamatoris, trobant-se implicades en
molts processos patologics. Poden actuar tant a nivell autocri com paracri, i
algunes vegades endocri. Al actuar a nivell de 'ambient extracel-lular es troben

en baixes concentracions i aixd fa que la seva quantificacié en sang periférica

18-19

moltes vegades sigui complicada.

autocrine paracrine

Activation & differentiation

. n
e 3
,a Chemokine concentration o

«—
Migration

Figura 1. Funcié general de les citocines. Les citocines quan son secretades poden
actuar a nivell autocri, paracri, endocri i juxtacri. També poden actuar induint la
migracié, activacié i diferenciacid cel-lular del teixit danyat o inflamat. (Font:

Keustermans et al. Methods, 2013 20)

Les diferents plataformes tecnologiques que existeixen actualment en el
mercat per a la deteccié de citocines en sérum (Luminex, CBA o ELISA)

presenten una elevada variabilitat, tant entre plataformes, com entre
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laboratoris.® A més, s’ha vist que canvis minims en el procés preanalitic de les
mostres com sén el tipus d’anticoagulant que tingui el tub de recollida de
mostra, el temps que passa fins que es processa la mostra i el temps i

condicions d’emmagatzematgegeneren variabilitat en els resultats. 2

Per tant, fins que no es desenvolupin tecnologies capaces de detectar amb
millor precisié les citocines en sang periferica, la seva utilitzaci6 com a

biomarcadors s’ha d’interpretar amb molta cura.

Marcadors cel-lulars

Els biomarcadors cel-lulars és un altre dels camps en continua expansid i
desenvolupament dins de la recerca translacional. Les cel-lules que trobem en
sang periférica sén moltes vegades un indicador del que esta passant en els
teixits diana o de quins processos patologics s’estan donant lloc en una
malaltia. La citometria de flux ha esdevingut una eina crucial en el
descobriment i definicié de subpoblacions limfocitaries minoritaries, que han
permés augmentar notablement el nostre coneixement dels processos
patogeénics, i es postulen com uns dels biomarcadors en sang periférica per a
immunomonitoritzar aquestes patologies.z' > Un exemple de biomarcador de
gran utilitat en la practica clinica és el monitoratge dels limfocits T CD4" en els

pacients infectats pel virus del VIH.

2.1.4. La citometria de flux com a eina diagnostica
En els ultims anys el desenvolupament de la citometria de flux ha permes que
es transformés en una de les eines més utilitzades en els laboratoris

. N . . . . .7 s 21
diagnostics i d’investigacio arreu del mon.
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Historia de la citometria

La citometria de flux va néixer de la necessitat de tenir un sistema de
comptatge de cel-lules més automatitzat que la microscopia. Els primers
comptadors automatitzats van apareixer entre els anys 1930 i 1940. Va ser el
1949 quan W. Coulter va desenvolupar el primer comptador cel-lular basat en
la mesura del canvi de potencial que es produeix quan les cel-lules passen per
un orifici.”* En el principi Coulter és en el que encara es basen els actuals
comptadors hematologics que existeixen en el mercat. El 1953, Crossland-
Taylor va introduir I'is de la camera de flux, basat en les teories de flux de

Reynolds, que van permetre un millor flux de les cél-lules per els capil-lars. >

Va ser en els anys 1960 quan van apareixer els primers citometres de flux. El
desenvolupament que es va produir en les seglients décades amb els primers
citometres comercials als anys 1970 i I'arribada dels Ac monoclonals el 1975,
va permetre que als anys 1980 la citometria de flux estigués implementada en

la majoria de laboratoris. **

Nombre de publicacions per any
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Figura 2. El desenvolupament de la citometria de flux. El desenvolupament tecnologic
que s’ha produit en la citometria de flux s’ha vist reflectit en un increment en el

nombre de publicacions a I'any. Dades extretes de PubMed.gov.
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Els primers citometres permetien I'analisi de 2 parametres a la vegada, la

millora tecnologica va permetre el pas a analisis de 4 fluorocroms, i ja en la

ultima decada, I'aparicié de citometres amb 3 o més lasers permeten I'analisi

de més de 18 parametres a la vegada. Aquest avengos tecnologics s’han anat

produint en paral-lel amb la deteccid i caracteritzacié de noves subpoblacions

leucocitaries minoritaries en sang periférica que fins fa pocs anys eren

practicament desconegudes.”

Aplicacions de la citometria de flux

La citometria de flux permet mesurar multiples parametres, tant de fenotip

com de funcionalitat, en un elevat nombre de cel-lules a nivell individual.

Aquest fet fa que sigui una tecnica amb diverses utilitats, incloent el

monitoratge del sistema immunitari i recerca de biomarcadors.? Alguns

exemples de les moltes aplicacions per a les que s’utilitza la citometria de flux,

a part de I'estudi de fenotips per marcatge de proteines de superficie, sén:

16

Identificacié de limfocits T antigen-especifiques amb tetramers.”’
Tincié intracel-lular de citocines o de factors de transcripcid.

Mesura de la proliferacié cel-lular en sang total ® o bé en PBMCs
mitjancant la mesurar de colorants vitals com el CFSE.”

Altres proves funcionals per al diagnostic per exemple
d’'immunodeficiencies primaries, com la capacitat oxidativa de fagocits
per a la malaltia granulomatosa cronica,®® o de reaccions

d’hipersensibilitat tipus | amb el test d’activacié de basofils.>
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Els punts febles de la citometria de flux
HI ha diferents punts en els estudis de citometria de flux que poden ser font
d’una elevada variabilitat en els resultats i poden dificultar I’extrapolacié dels

resultats obtinguts en diferents estudis.

El tipus de mostra, és important tenir en compte que I'expressié de molts

marcadors varia si s’utilitza sang total, PBMCs frescos o criopreservats. *°

El tipus de molecula que es vol estudiar, variara de si es tracta d’'una marcador

de superficie o intracel-lular, i del grau d’expressio que tingui.

S’ha de tenir també molt en compte la temperatura i el temps de conservacio
de la mostra des de I'extraccié fins al seu processament ja que afecten a

I’estabilitat de la mostra.*

El processament de la mostra també és una font de variabilitat. Es una técnica
molt manual la qual cosa fa que es produeixi moltes variabilitat entre

operadors.*

Eleccid dels reactius. Un dels punts claus a I’hora de definir un panell de
citometria és valorar els millors reactius, seleccionant la millor clona i millor

fluorocrom per a cadascun dels marcadors que volem estudiar. *®

Posada a punt de I'equip. El citometre ha de tenir els voltatges i calibracions
adequades, que ens permetin diferenciar amb la millor resolucié eles

subpoblacions a estudi. *

L'analisi de les mostres és manual i per tant amb un alt grau de subjectivitat.
Per a aix0 és important que si es realitza I'analisi manual el realitzi una persona
amb expertesa en l'area i en aquells marcadors més conflictius utilitzar
controls de positivitat (fluorescence minus one -FMO- o amb poblacions

internes de referéncia).®
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Preparacié de la mostra Instrument Adquisicio Analisis
' b b Cell sumple ' '
Fluorescencé
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Punts febles de la citometria de flux

*Tipus de mostra (sang total o PBMCs)
*Tipus de parametre

*Variabilitat en clones i fluorocroms
*Variabilitat entre operadors

*Variabilitat entre equips *Subjectivitat analisis

Punts a estandarditzar

*Establir el millor tipus de mostra per a «Definir la configuracié optima dels *Analisi centralitzat per part d’'un

cada parametre
*Definirles millors clones i fluorocroms
+Utilitzacioé d’anticossos liofilitzats

equips
«Calibrar els equips en tots els
laboratoris participants

expert

*Analisi automatitzat

Figura 3. Esquema del protocol d’analisi per citometria de flux. Existeixen diferents
punts febles durant el protocol d’analisi d’'una mostra per citometria de flux. L’objectiu
de moltes iniciatives internacionals és estandarditzar els protocols per a millorar-los.

Adaptat de Maecker et al, Nat Rev Immunol 2012 2

Tots aquests inconvenients han portat a la necessitat estandarditzacié de tots
els punts del procés. Algunes de les solucions que es plantegen i s’estan

comengant a posar en marxa en els laboratoris per a aquests problemes sén:

Sempre tenir en compte la millor mostra per als marcadors que volem

estudiar.
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Per a eliminar la variabilitat per al processament de mostres es poden utilitzar
reactius liofilitzats.>* Es tracten de plaques o tubs comercialitzats que contenen

liofilitzats els anticossos i fluorocroms que volem estudiar.

Posada a punt de I'equip. Es molt important que els citdmetres es trobin en
habitacions amb temperatures estables. Canvis bruscos en I'entorn de I'equip
poden generar variabilitat en els resultats. L’estandarditzacié dels citometres
actuals és relativament facil de portar a terme. Existeixen diferents reactius
comercials que serveixen per a calibrar l'equip, establir els voltatges i
compensacions amb que s’ha de treballar, aixi com controls de qualitat diaris

que ens indiquen que I'equip treballa en les condicions adequades.” *

Analisis automatitzats. S’estan desenvolupant eines bioinformatiques per fer
un analisi computacional dels estudis multiparamétrics per citometria de flux.
Aquestes eines informatiques s’estan comencant a utilitzar en alguns estudis
multicentrics, moltes vegades comparant els resultats amb els analisis
manuals. Aquests programes apliquen diferents algoritmes matematics i els
apliquen a la hora d’interpretar la positivitat sobre els diferents fluorocroms.
Actualment, els programes que existeixen sén en llenguatges informatics (tipus
R, Java o Matlab). Probablement aquest és major impediment que fa que

encara no s’utilitzin de forma rutinaria en la majoria de laboratoris.**** *

Iniciatives internacionals

La utilitat de la citometria de flux en els laboratoris de diagnostic esta
clarament instaurada en els seguiment d’infecci6 per VIH i en
I'immunofenotipatge de leucémies i limfomes, perd en els darrers anys esta
emergint també com una eina molt atil en la monitoritzacié de malalties
immunomediades, tant el diagnostic com en el seguiment de tractaments.? En

aquest sentit han aparegut diferents iniciatives a nivells internacional per tal
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d’estandarditzar el que s’ha denominat limmunotip huma. La principal
finalitat d’aquestes iniciatives és aconseguir un consens en la definicid i
caracteritzacié de les subpoblacions limfocitaries que es troben en sang
periférica de manera que els resultats obtinguts en diferents laboratoris es
puguin extrapolar permetent una millor monitoritzacié dels pacients.”® **3% A
la taula 3 es mostren les caracteristiques metodologiques de les principals

iniciatives internacionals que tenen com a objectiu I'estandarditzacié de la

citometria de flux.

L'exemple clar de consorci que porta anys treballant és Euroflow
(http://www.euroflow.org/usr/pub/pub.php). Aquest és un consorci d’experts
en citometria, dins del ESLHO (European Scientific foundation for Laboratory
HematoOncology). El principal objectiu en els anys que porten treballant junts
és el desenvolupament i estandarditzacié de técniques per citometria de flux
rapides, precises i amb elevada sensibilitat per al diagnostic i pronostic de
malalties hematologiques malignes aixi com per a I'avaluacié de I'efectivitat

39-40

dels tractaments. Actualment, també estan treballant en definir un

algoritme per al diagnostic de les immunodeficiéncies primaries.

Human ImmunoPhenotyping Consortium (HIPC) és un projecte desenvolupat
per la Federation of Clinical Immunology Societies (FOCIS). El seu objectiu és
promoure l'estandarditzacié en estudis clinics de I'immunofenotipatge per
citometria de flux. Han dissenyat una série de panells multiparametrics que
permetin avaluar la majoria de les subpoblacions limfocitaries (en PBMCs
criopreservades) i han treballat en I'estandarditzacié de tot el procés per tal

T .2 1
d’avaluar la reproductibilitat entre laboratoris.”®*

Dintre de la xarxa de centres FOCIS a nivell europeu, es va establir I'accié COST
European Network for Translational Immunology Research and Education

(ENTIRE; http://entire-net.eu/). Els objectius d’aquesta iniciativa es centren en
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definir un panell de parametres que permetin analitzar el perfil immunologic
(basat en el de I'HIPC pero en aquest cas es realitza en sang total), estudiar
aquests parametres en una cohort de donants sans per a establir rangs de
referéncia i poder aplicar aquests panells en el seguiment de diferents

malalties i estudis clinics.>’

The ONE Study Consortium (http://www.onestudy.org/) és un projecte per a
avaluar en estudis multicéntrics I'eficacia de la terapia cel-lular en la induccié
de tolerancia en transplantament renal, com a adjuvant de les terapies
immunosupressores convencionals. Amb aquest objectiu han dissenyat i
estandarditzat uns panells per a fenotipar les subpoblacions limfocitaries en

sang periférica, que serviran per al monitoratge d’aquests pacients.*®

The Milieu Intérieur Consortium (http://www.milieuinterieur.fr/en) és un
projecte frances que té per a objectiu determinar la variabilitat immunologica i
poder establir quins sén els valors de normalitat per una persona “sana”. S’han
inclos 1000 voluntaris, 500 dels quals se’ls ha realitzat recollida de mostres en
dues visites separades entre 14 i 42 dies. Es va recollir mostres de sang total,
orina, femta, exsudat nasal i en alguns casos es va realitzar biopsia cutania.
L’objectiu ha sigut realitzar estudis genomics, de caracteritzacié fenotipica per
citometria de flux, produccié de citocines i analisis metagenomics de les

poblacions bacterianes, fungiques i viriques en femta i exsudats nasals.***

The Immunotolerance Network (ITN; https://www.immunetolerance.org/)
esta formada per els instituts d’al-lergologia i malalties infeccioses del NIH. El
seu objectiu és entendre i aconseguir establir un estat de tolerancia
immunologica en les malalties immunomediades i treballen en la recerca de
biomarcadors per a aconseguir-ho. Han establert diferents protocols
estandarditzats *® per a la valoracié de parametres immunologics, entre els

quals es troben estudis per citometria de flux.
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2.1.5. La citometria de masses, el futur de la citometria de flux?

En els darrers anys s’ha desenvolupat una nova plataforma tecnologica que
fusiona la citometria de flux i I'espectrometria de masses. El funcionament és
molt similar al d’un citometre de flux actual. La principal diferencia és que els
anticossos es troben conjugats a polimers que porten units isotops del grup de
metalls de les terres rares (freqlientment lantanids). Les cel-lules tenyides son
nebulitzades en gotes que contenen una sola cél-lula i introduides en el plasma

gue les ionitza i 'espectrometre de masses quantifica les particules ionitzades.
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e e i ol s o
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Analysis
Integrate-per-cell Cell 1
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Heavy (>100 Da) A B -J €
% vy i cell 1 3,8,9,7...8 o A
Y Reporter atomic ions Cell 2 ——> Cell 2 1.8.6.5 4 —>§, q 4

% 2 18,6,5... = . 2

cell 3 9,9,4,5...7 W
g Light (<100 Da) : .

% Overly abundant ions Cell 3 iy T
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Figura 4. Esquema de funcionament d’un citometre de masses. Els anticossos marcats
amb isotops de metalls pesats s'uneixen a les cél-lules, les quals s’introdueixen en el
plasma per a quantificar els isotops per espectrometria de masses. Les senyals de cada
element es correlacionen amb el marcador corresponen i s’analitzen en les
plataformes de citometria convencionals (Font: Bendall et al. Trends in Immunology,

2012 %)
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Actualment existeix un equip en el mercat (desenvolupat per la Universitat de
Toronto i comercialitzat per DVS Sciences) que és el CyTOF, el qual permet la
deteccié simultania de més de30 marcadors (potencialment podria fins a

>100). V7

La citometria de masses té una alta sensibilitat (ja que al ser metalls que no es
troben en el nostre medi, es disminueix molt la senyal de fons), i la gran
avantatge respecte a la citometria de flux convencional és que la senyal que
genera no es sobreposa, evitant aixi un dels grans problemes dels fluorocroms,

i per tant, no fa falta compensar el citometre.”

Al poder quantificar tants parametres a la vegada es poden fer marcatges de
superficie a la vegada que intracel-lulars, com per exemple de fosforil-lacié de
proteines. D’aquesta manera permet |’analisi en un sol tub de totes les
subpoblacions cel-lulars minoritaries i a la vegada, de cadascuna d’aquestes,
analitzar una gran quantitat de proteines intracel-lulars que podran definir
I'estat d’activacié d’aquella cél-lula. ** Pero el fet que porti poc temps al
mercat fa que encara hi hagi poca experiéncia en aquest camp i presenta un
elevat cost econdomic, fets que actualment fan dificil la translacié d’aquesta

tecnologia a la practica clinica.

2.2. SUBPOBLACIONS DE LIMFOCITS T

2.2.1. Maduracio timica

Els precursors hematopoétics multipotencials entren en el timus on reben
senyals per a diferenciar-se a llinatge T. En I'estadi més indiferenciat (DN)
pateixen diferents divisions fet que suposa una important expansié dels
precursors de limfocits T dels quals només un 5% sobreviuran al procés de

seleccid que transcorre en el timus i sortiran la periferia. El primer punt de
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seleccio es produeix en funcié de la senyal del pre-TCR (format per una cadena
substitutiva i una cadena B) de manera que s’assegura que progressaran a
CD4'CD8" (DP) aquells timocits DN que hagin reordenat correctament el locus
B del TCR. Quan els timocits ja sén DP i han reordenat el locus a del TCR, les
seglients decisions es regeixen per la interaccid entre el TCR i el peptid o
Iligands de les cél-lules estromals del timus. En la seleccid positiva, els timocits
DP interaccionaran amb les cel-lules timiques epitelials corticals (cTEC), les que
siguin capaces de reconeixer el MHC propi amb una avidesa intermedia
passaran a timocits CD4" o CD8" (SP). En la medul-la del timus, les cél-lules
dendritiques i les cél-lules medul-lars (mTEC) seran les encarregades de
presentar autoantigens als timocits SP. En la seleccié negativa aquells timocits

que reconeguin autoantigens amb alta avidesa patiran apoptosi.***°

2.2.2. Subpoblacions del limfocits T en periféria

D’aquesta manera els limfocits T naive surten del timus i entren a la circulacid.
Aquests es troben en continua recirculacié entre els organs limfoides
secundaris, la sang i la limfa per tal de poder entrar en contacte amb I’antigen.
Si un limfocit T naive reconeix l'antigen presentat per les cel-lules
presentadores d’antigen s’activara i proliferara, generant una clona de cél-lules
T antigen-especifiques. Aquestes cél-lules es podran diferenciar a cél-lules

efectores o cél-lules memoria. >

Les cél-lules efectores tindran unes funcions especialitzades com pot ser
I’activitat citotoxica en els limfocits T CD8", o en el cas dels CD4*, |a secrecid de
diferents citocines per a col-laborar en la resposta immunitaria amb altres
cél-lules com sén els limfocits B. Els limfocits T CD4" efectors es classifiquen en
diferents subpoblacions (Th1, Th2, Th17, Treg) en funcié de les citocines que
produeixen.®> Entre aquestes subpoblacions efectores existeix una gran

plasticitat en funcié de les citocines secretades pel microambient que
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dirigeixen cap al tipus de resposta immunitaria que interessa en cada

moment.>*>*

La poblacié de cel-lules T memoria es forma a partir de cel-lules naive, que
s’han activat al entrar en contacte amb I'antigen, i de cel-lules efectores
després d’activar-se i diferenciar-se. Les cél-lules T memoria, igual que les
naive, es troben en estat de repos i al contactar amb |’antigen en els organs
limfoides secundaris donen pas a una rapida resposta secundaria migrant als
teixits diana. Aquestes cel-lules memoria tenen una vida mitja més llarga que
les efectores i poden persistir tant en els organs limfoides com en les

mucoses.”>>°¢

2.2.3. Els recents emigrants timics (RTEs)

Als timocits que han patit els processos de seleccid timica i surten a la periferia
se’ls denomina emigrants recents timics (Recent Thymic Emigrants, RTEs).
Aquests es caracteritzen molecularment pel seu alt contingut en TRECs, que
son fragments de DNA circular producte de la recombinacié intratimica dels
segments V(D)) del TCR. Fenotipicament s’ha considerat el CD31" com a
marcador de superficie dels RTEs. EIl CD31 o PECAM-1 és una molecula
d’adhesié de la superfamilia de les immunoglobulines que s’expressa en
diferents tipus cel-lulars com sén els limfocits T, els mastocits, les cél-lules NK,
monaocits, granulocits i cél-lules endotelials i intervé per adhesié homotipica en
la diapedesi (sortida dels limfocits cap al parénquima). Tot i que el CD31
s’expressa en moltes cél-lules s’ha vist que els limfocits T CD4'CD31°
presenten nivells elevats de TRECs.”” A més cal remarcar que no tots els
limfocits CD31" sén RTEs, pero si que la majoria de RTEs sén CD31". Es per aixo

gue es continuen fent estudis que permetin obtenir un millor marcador de
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superficie per als RTEs. Haines et al. han descrit recentment un nou marcador
de RTEs la proteina tirosina quinasa 7 (PTK7). En el seu treball s'observa que
els limfocits naive CD31°PTK7" presenten un major contingut en TRECs que els
CD31" PTK7, per aixd postulen la PTK7 com a un nou marcador de superficie
més especific pels RTEs.”® Pel que fa als limfocits T CD8" s’ha vist que en
donants sans I'expressié de CD31 també correlaciona amb el contingut de
TRECs, indicant que també podria ser utilitzat com a marcador de RTEs en
limfocits T CD8’, tot i que s’ha de tenir en compte que en pacients amb VIH no
s’ha observat correlacié entre I'expressio de CD31 en limfocits T CD8 i els

nivells de TRECs.*

2.2.4. Marcadors fenotipics dels limfocits T

Fenotipicament les cel-lules T es poden classificar en diferents subpoblacions
gue corresponen als diferents estadis de maduracié en funcié de I'expressio
en superficie dels marcadors CD45RA, CCR7, CD27 i CD28. Els estudis realitzats
fins a I'aparicié aquesta ultima década dels citometres de flux que permeten
un analisi multiparamétric, definien les subpoblacions naive, memoria i/o
efectores en base a I'expressio d’aquests marcadors per separat com CD45RA i
CD27 * o CD45RA i CCR7 *' o de CD27 i CD28.%* L’aparicié d’aquesta nova
tecnologia ha permes poder estudiar I'expressié d’aquestes molécules en una
mateixa cél-lula i arribar un cert consens a I’hora de definir les subpoblacions
de limfocits T en base al seu fenotip.*® ®*® Les cel-lules T naive sén per
definici6 CD45RA'CCR7'CD27°CD28". A mesura que entren en contacte amb
I'antigen I'expressié d’aquests marcadors va variant. D’aquesta manera,
I’expressid del receptor de quimiocines CCR7, que permet als limfocits T migrar
als organs limfoides secundaris, diferencia les subpoblacions en memoria
central, que expressen CCR7 (CD45RACCR7°CD27°CD28%), de la memodria

efectora, quan es perd I'expressié de CCR7. Dintre d’aquesta subpoblacio
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Figura 5. Maduraci6 dels limfocits T i marcadors fenotipics. Els limfocits T naive surten
del timus a sang periferica on es troben en constant circulacié. En els organs limfoides
secundaris els limfocits T naive i memoria central (CM) entren en contacte amb
I'antigen i s’activen diferenciant-se a cél-lules memoria efectores (EM) i efectores
(EMRA) que sén les que migren als teixits diana on exerceixen la seva funcid.
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memoria efectora CCR7 s’hi engloben moltes subpoblacions minoritaries amb
diferents capacitats efectores, que Il'estudi amb citometria de flux
multiparametrica ha permes diferenciar i estudiar. Tot i que la nomenclatura
per a definir aquestes subpoblacions encara no esta ben consensuada,
considerant la diferenciacié com a un procés linear de maduracié i en base a
I’expressié de CD27 i CD28, es poden classificar com a “early effector memory”
aquelles cél-lules menys diferenciades (CD45RA'CCR7CD27°CD287%), “late
effector memory” o més diferenciades (CD45RA'CCR7 CD27 CD28"") i efectores
o0 memoria revertida (Temra), aquelles que expressen el CD45RA (CD45RA'CCR7
CD27°CD28™%).

Un dels punts que encara no esta ben definit és si la via de
diferenciacid/maduracié dels limfocits T CD4" i CD8" és linear o no, i si és en

6% Estudis de la llargada de telomers donen

una sola direccié o reversible.
suport a que es tracti d’'una via linear de diferenciaci6.”’” Tot i aixd, hi ha
estudis que recolzarien que hi pugui haver també una via de diferenciacié no
linear com a conseqliéncia d’estimulacions per alguns patogens. En aquest
sentit, s’"ha postulat que els limfocits T de la subpoblacié6 TEMRA (cel-lules
memoria que expressen el CD45RA) sembla que podrien tenir origens
diferents: les cel-lules tornen a expressar el CD45RA com a conseqiiencia d’una
reestimulacid antigénica, o bé que procedeixin directament de la subpoblacié

naive degut a una forta estimulacié rebuda en un moment donat en resposta a

un estimul determinat.®

La relacié entre el fenotip i la eficacia o funcionalitat dels limfocits T no esta
ben establerta. S’ha vist que en limfocits T CD8" els patrons de citocines que
secreten les diferents subpoblacions varia, aixi s’ha vist que la IL-2 és secretada
sobretot per limfocits naive, i que les subpoblacions memoria sén les que

secreten sobretot IFNy i TNF-a, de manera que a mesura que maduren els
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limfocits T deixen de secretar IL-2 i augmenta la seva capacitat de secrecié de
granzims, perforines i IFNy, adquirint aixi un paper més efector en la resposta
immunitaria. D’altra banda esta demostrat que en resposta a certs estimuls o
bé en diferents infeccions predomina una subpoblacié sobre les altres i que
son especifiques del virus en concret. Aquest és el cas de limfocits T CD8"
especifics de citomegalovirus (CCR7°CD27°CD28") que secreten més nivells de
granzima B, en contrast amb limfocits T CD8" especifics de virus d’Epstein Barr
(CCR7°CD27CD28%) en qué hi ha una major secrecié de granzima K. Els estudis
publicats fins al moment semblen indicar que hi ha una correlacié entre el
fenotip i la resposta de qualitat per part del limfocits T, pero falten estudis

clinics que corroborin aquests resultats.*®

En contrast amb els limfocits T CD8* en qué les seves subpoblacions han estat
ampliament caracteritzades, I’estudi de les subpoblacions CD4 s’ha centrat en
la caracteritzacid de les subpoblacions helper (Th1, Th2 i Th17) aixi com de les
subpoblacions reguladores (Tregs). Tot i aix0 s’ha descrit que la diferenciacid
de subpoblacions aplicada en els limfocits T CD8" basada en I'expressié de
CD45RA, CCR7, CD27 i CD28 també es pot aplicar en els limfocits T CD4" i que
de fet les subpoblacions minoritaries de limfocits T CD4" i CD8" basades en
I'expressiéd d’aquests marcadors tenen moltes similituds pel que fa a la seva
funcionalitat, la relacié amb la llargada de telomers i en I'expressié genica.
Curiosament, a més s’ha descrit que la subpoblacié T CD4" CD45RA'CCR7 CD27
CD28 té funcionalitat citolitica, i que apareix sobretot en resposta a infeccions

com citomegalovirus i VIH.®

Tot i I'intent de crear un consens en la utilitzacié6 de marcadors per a definir
aquestes subpoblacions, existeixen molts estudis utilitzant altres marcadors,
com pot ser el CD62L i CD27 per a definir les subpoblacions naive/memoria en

limfocits T. Es veritat que molts dels marcadors utilitzats es comporten de
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manera similar, fins a cert punt equivalent, com sén I'expressié del CCR7 i el
CD62L, tot i aix0, no es pot extrapolar amb tota seguretat i tranquil-litat que
les subpoblacions estudiades amb un marcador o I'altre siguin les mateixes. En
aquest sentit el CD62L té la desavantatge enfront al CCR7, que la seva
expressid es veu alterada en processos com soén l'aillament de cel-lules

mononuclears o la criopreservacié d’aquestes.”®

Com s’ha comentat anteriorment, la majoria de treballs que han estudiat la
funcionalitat dels limfocits T CD4" s’han basat en estudiar la divisié “helper”, és
a dir Thl, Th2 i Th17, aixi com en caracteritzar la subpoblacié reguladora
(Tregs).>* Com es pot veure en la taula 1, aquestes subpoblacions funcionals es
caracteritzen per el patrd de citocines que secreten i es poden estudiar també
en funcié de I'expressid de receptors de quimiocines. Aixi, I’expressié de CCR5 i
CXCR3 discrimina la subpoblacié Thl, mentre que CCR3 i CCR4 identifiquen la
Th2 i I'expressio de CCR6 i CCR4 a la Th17. L'expressi6 de CXCR3 i CCR6

engloba la subpoblacié de limfocits Th1 que secreten tant IFN-y com IL-17. 3

52,68

En quant als limfocits Treg, encara no s’ha descrit un marcador de superficie
exclusiu d’aquestes cél-lules. Classicament s’ha caracteritzat segons el fenotip
CD4'CD25"CD127 i dintre d’aquesta subpoblacié la que intracel-lularment sén
positives per al factor de transcripcié Foxp3. Dins dels projectes de la
Federacié de Societats d'immunologia (FOCIS) HIPC i ENTIRE per a establir un
immunotip normal, s’ha proposat la classificacié de les cel-lules Treg com a
CD4'CD25"CD1277°“CD45RO*CCR4Y,  evitant aixi fer un marcatge
intracel-lular.”® De fet, en estudis realitzats en el nostre laboratori hem vist que
existeix una molt bona correlacié en la determinacio de limfocits Treg entre els

dos tipus de tincions.
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Taula 4. Principals subpoblacions funcionals dels limfocits T CD4"

Thl Th2 Th17 Treg
Factor de transcripcid T-Bet GATA-3 RORyt Foxp3
Principals citocines IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-17A, IL-17F, IL-10
secretades TNF-a IL-6, IL-13 IL-22, IL-23
Marcadors de superficie CCR5'CXCR3" CCR3'CCR4" CCR6'CCR4’  CD25"CD127

2.3. SUBPOBLACIONS DE LIMFOCITS B

2.3.1. Maduracio dels limfocits B en la medul-la ossia

La diferenciacid dels limfocits B transcorre en el moll d’os i es troba regulat
basicament per les immunoglobulines que expressen en superficie. Els
progenitors hematopoeétics multipotencials passen als estadis de cél-lules pro-
B i pre-B en els quals es produeix el reordenament dels locus de les cadenes
pesada i lleugera de les immunoglobulines. En I'estadi pre-B les cél-lules
expressen en la seva superficie el pre-BCR, format per una cadena lleugera
substitutiva (heterodimer compost per les proteines A5 i VpreB) i la cadena
pesada p. En els pas de pre-B a cel-lules B immadures la cél-lules pateixen el
reordenament de la cadena lleugera expressant d’aquesta manera en la seva
superficie un BCR IgM funcional, capag d’unir-se a antigens especifics. Abans
de sortir a la periféria les cél-lules B immadures passen per un procés de
seleccid negativa evitant-se d’aquesta manera que cel-lules autoreactives
d’alta avidesa surtin a la periféria. D’aquesta manera els limfocits B immadurs
surten a la periféria com a limfocits B transicionals on continuara el procés de

maduracié.**"°
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2.3.2. Subpoblacions de limfocits B en sang periférica

Els limfocits B transicionals, quan es troben en la circulacié periférica, poden
respondre a dos tipus d’estimuls: als antigens T-independents (com poden ser
els lipopolisacarids) o bé poden ser transportats a través de la circulacié a la
melsa on es desenvolupen a limfocits B madurs de vida llarga.”® Aquestes
cél-lules es troben en recirculacié entre els fol-licles limfoides de la melsa i els
ganglis limfatics, on respondran a antigens T-depenents (a través de la
interaccid dels limfocits Th), proliferaran i es diferenciaran o a cel-lules
plasmatiques o bé formaran els centres germinals en els ganglis. En aquests es
produira el canvi de d’isotip d’'immunoglobulina i hipermutacié somatica per
tal de madurar I'afinitat de I’anticos, diferenciant-se de nou una part de les
cel-lules a cel-lules plasmatiques efectores i passant una altra part a ser
limfocits B memoria capacos de produir una resposta secundaria rapida a

I’antigen, que es diferenciaran finalment també a cél-lula plasmatica.®® "

Tant les cél-lules plasmatiques produides en la resposta primaria com les
produides en la secundaria migraran al moll d’os on formaran ninxols

productors d’anticossos.”

2.3.3. Marcadors fenotipics dels limfocits B

La diferenciacié de les subpoblacions de limfocits B es basen basicament en
I’expressié dels marcadors CD19, IgD, CD27 i CD38. En funcié de I'expressid
d’aquests 4 marcadors s’han definit dos esquemes per a caracteritzar-les, bé
en funcié de I'expressio d’IgD i CD38, o bé de IgD i CD27. L'expressié dels
marcadors IgD i CD38 permet la classificaci6 Bm1-Bm5 que defineix les
subpoblacions de limfocits B en amigdales humanes. La classificaci6 Bm1-Bm5

es pot aplicar també en sang periférica d’humans, excepte la subpoblacié GC.”
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Marcadors de superficie de les subpoblacions de limfacits B en sang periférica:
Transicionals Immadurs Naive Mem‘orla L Me-morla i Plasmablasts Breg
canvi classe IgM canvi classe exhausted
CcD27 - - - + + + - ++ +
gD + + + + - - - -
IlgM + + + + + - - -
cb21 -/+ - + + + -
CcD24 ++ ++ + ++ ++ + - ++
CD38 ++ ++ + + + + +++

Figura 6. Maduracio dels limfocits B. Els limfocits B surten de la medul-la 0ssia a sang
periférica on entraran en contacte amb I'antigen i es diferenciaran a cel-lules memoria
o a cel-lules plasmatiques.

La caracteritzacio de limfocits B en funcié de I'expressioé de IgD i CD27, es basa
en la utilitzacié del CD27 com a marcador de subpoblacions memoria (CD27%) i
naive (CD271gD").”? Dintre de les subpoblacions memoria, es diferencien les

que sén IgD* (“unswitched” o que no han fet el canvi de classe) i les IgD’
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(“switched” o que ja han fet el canvi de classe cap a IgG o IgA). * La
incorporacié d’altres marcadors com la IgM, el CD21 o el CD24 permet I'analisi
de subpoblacions minoritaries com dintre de la subpoblacié naive (CD271gD")
els limfocits immadurs (CD21) o els limfocits B transicionals (que es
caracteritzen per I'alta expressié de CD24 i CD38), aixi com diferenciar dins de
les subpoblacions memoria dues subpoblacions que expressen IgM: CD27°

IlgM*IgD" i les CD27 1gM"*IgD"".”% 7% 7480

La publicacié d’estudis en els ultims anys indicant que existeix una subpoblacié
memoria CD27’IgD’, amb un repertori diferent al de les altres subpoblacions B
memoria, i que es podria trobar augmentada en pacients amb lupus, en casos
d’infeccié o també en la immunosenescencia, és el major inconvenient en
aquesta classificacié, sobretot en el fet de classificar categoricament els

limfocits B memoria en funcié de I'expressié de CD27.”% 7% 8!

2.4. AUTOIMMUNITAT

En el control de la resposta immunitaria és molt important I'equilibri entre la
resposta enfront als patogens i la tolerancia enfront els autoantigens. Una
resposta inapropiada pot acabar desencadenant problemes de salut, tant per
defecte (immunodeficiencia) com per excés o perdua de tolerancia

(autoimmunitat o al-lergia).

2.4.1. Les malalties autoimmunitaries
Les malalties autoimmunitaries tenen una prevalenca del 3-5% de la poblacié
tot i que la seva incidéncia varia bastant segons cada malaltia. Segons el grau

d’afectacié tissular es poden diferenciar en organoespecifiques, quan afecten a
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un teixit o organ especific (com sén el cas de la malaltia de Graves o I'Esclerosi
Multiple), o en sistemiques quan afecten multiples teixits o organs (com és el

cas del Lupus eritematds sistémic). * 2

2.4.2. El concepte de Tolerancia immunologica

La tolerancia és una caracteristica que adquireix el sistema immunologic

durant el seu desenvolupament per la qual no respon a ho propi o “no
»n 82

perillds”.* Un trencament o desregulacié dels mecanismes de tolerancia

poden portar a una resposta autoimmunitaria.

Existeixen dos nivells de regulacié de la tolerancia; el primer és una seleccié
del repertori de limfocits T i B a nivell dels organs limfoides centrals, el timus
en el cas dels limfocits T i la medul-la ossia en els limfocits B (Tolerancia
central) i el segon es basa en la generacid de tolerancia en els organs

secundaris limfoides i no limfoides (Tolerancia periférica).”® %%

2.4.3. Tolerancia central

La induccié de la tolerancia central en els limfocits T, es porta a terme en el
timus on les cél-lules presentadores d’antigen (principalment mTECs i cél-lules
dendritiques) presentaran un ampli repertori d’autoantigens, tant d’antigens
ubicuus com també d’antigens restringits a teixits de la periferia. Aquest
fenomen és el que s’ha anomenat com expressié promiscua d’autoantigens
d’organs de la periféria i es presenten, entre d’altres, antigens de la

0. 8788 Aquests antigens

tiroglobulina, TSHR, peéptids de la mielina i insulina.
propis expressats per les mTEC representen virtualment tot I'espectre
d’antigens propis que es poden trobar en la periféria, prevenint aixi la possible
trobada en periferia de limfocits T autoreactius amb aquests antigens. Aquesta

expressid promiscua es troba regulada en gran part pel factor de transcripcio
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AIRE, i pel més recentment descrit FEZF2.% EI déficit genétic d’aquest factor,
desencadena en una malaltia autoimmunitaria poliglandular d’heréncia

autosodmica recessiva, anomenada APECED.>* %°

Com s’ha explicat préviament, durant la maduracid timica la seleccié en el
timus dels limfocits T es porta a terme en funcié del grau d’afinitat de la unid
TCR-péptid-MHC. Els timocits sense o amb molt baixa afinitat per a péptids
propis pateixen apoptosi en el que s"anomena “mort per negligéncia”. Aquells
timocits que reconeixen amb alta afinitat els péptids propis, també moren per
apoptosi, en el procés que es coneix com a “seleccié negativa”. Només aquells
timocits que reconeguin els peptids propis amb una afinitat intermédia sén els
gue rebran estimuls de diferenciacio i supervivencia, en el que es coneix com a

» 49

“seleccio positiva”.” Aquests TCRs seran els que sortiran del timus i formaran

el repertori de limfocits T en periféria.
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Figura 7. Processos de seleccid positiva i negativa en el timus.

Font: Wang et al. Journal of Internal Medicine 2015 8
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2.4.4. Tolerancia periférica

Tot i els mecanismes de tolerancia central, en individus sans també s’han
trobat limfocits autoreactius en periféria, indicant que a part existeixen altres
mecanismes de control que sén els que formen part de la tolerancia periferica.
Aqguests mecanismes poden ser intrinsecs dels limfocits T perd també n’hi ha
que involucren altres tipus cel-lulars com les cel-lules dendritiques o els

limfocits reguladors.®*% !

Induccié d’anérgia: La interaccioé del limfocit T a través de les molecules CTLA4
o PD1, amb els seus receptors B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86) o PDL1 i PDL2, genera

a la cel-lula un estat d’inactivacio funcional, frenant aixi la resposta.84

Desviacié immunologica: En el cas que el limfocit T interaccioni amb un
autoantigen i s’activi, el patré de citocines i quimiocines que expressi el
limfocit T quan entri en contacte amb I'antigen marcara el tipus de resposta
gue es produira. Com és la desviacié de la resposta Thl i Th17 (implicada en els
mecanisme d’autoimmunitat) cap a una resposta Th2, o expressant

quimiocines que canviin els patrons de migracié de les cél-lules. *

Apoptosi: La interaccié del limfocit T amb un autoantigen pot portar també a
una activacid de la mort cel-lular programada, en el que hi ha una regulacié del
lligand de Fas, que s’uneix al receptor de mort cel-lular Fas, desencadenant el

procés de mort cel-lular.®*

Cel-lules dendritiques tolerogenes: es caracteritzen per presentar una baixa
expressi6 de molecules coestimuladores, una baixa capacitat d’induir
proliferacié de limfocits T i generar possiblement la induccié de limfocits T

reguladors, ajudant aixi a mantenir la tolerancia a nivell dels teixits periférics.
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Cél-lules reguladores: Els limfocits T CD4" reguladors poden tenir diferents
origens. Per una banda els Tregs naturals (nTreg) que es generen en el timus i
sén especifics d’antigen. En periféria també poden generar/induir limfocits T
reguladors (iTr), com sén les Trl, que es caracteritzen I'expressié dels
marcadors CD49b i LAG-3.” Les Treg controlen el manteniment de la
tolerancia per diferents mecanismes com son la secrecié de IL-10, de TGF-B, la
degradaci6 d’ATP a través de ectonucleotidases o la disminucido de

interleucines que intervenen en la proliferacié de limfocits T, com és la IL-2. %

91-92

En la subpoblacid de limfocits CD8* sembla que podrien existir també
subpoblacions minoritaries amb un paper regulador, pero encara no estan ben
definides ni funcionalment ni fenotipicament.**

Pel que fa als limfocits B reguladors, tot i que també existeix molta
controversia sobre la seva existencia, recentment s’ha descrit que existeixen
subpoblacions de limfocits B productors de IL-10 i que inhibeixen la
proliferacié de limfocits T, i que expressen els marcadors CD19*CD24"CD38" i

CD19°CD27CD24" %8

2.4.5. Tolerancia en els limfocits B

Pel que fa als mecanismes de tolerancia dels limfocits B es poden donar a 3
nivells del seu desenvolupament: a nivell central, a periferia en els centres
germinals i en estadis avancats del seu desenvolupament. Tot i que aquests
mecanismes s’han estudiat amb profunditat en models animals alguns s’han
descrit també en humans. Els principals mecanismes centrals i a nivell de

centre germinal sén els segiients:

Parada de la maduracid i exclusié follicular que porta a mort cellular

prematura i delecié clonal. ¥
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En I'edicio del receptor (BCR) s’elimina el BCR autorreactiu i es produeix un

segon reordenament de una nova cadena lleugera. '®

La dilucié del receptor és conseqiiéncia de I'expressido de les dues cadenes
lleugeres degut al procés d’inclusid al-lélica. Mitjangant aquest mecanisme

disminueix parcialment I'expressié del receptor autoreactiu. *°

Els limfocits B autorreactius també sembla pateixen anergia com a mecanisme
de tolerancia, a nivell central i sembla que també en alguns casos a nivell dels

centres germinals.”

A nivell de centres germinals s’ha vist que poden patir un procés de mort
cel-lular induida per FasL o per unié a autoantigens, no diferenciacid a cél-lules
plasmatiques a través de la senyalitzacié del BCR, interaccié no efectiva amb
els limfocits T helper fol-liculars i atenuacié de I'autoreactivitat mitjancant

hipermutacié somatica i I'edicié del BCR.2*#" %

Els mecanismes involucrats en estadis avancats de la diferenciacié de limfocits
B i en la produccié d’anticossos, tot i que es creu que participen en la
tolerancia periferica dels limfocits B, sén menys coneguts pel que fa al seu

funcionament i localitzaci¢ 284 % 11

2.5. LA MALALTIA DE GRAVES-BASEDOW

Les malalties autoimmunitaries de la glandula tiroides (AITD) sén unes de les
malalties autoimmunitaries organ-especifiques més freqients, inclou varies
formes cliniques de tiroiditis autoimmunitaria com és la malaltia de Graves-
Basedow (GD) i la tiroiditis de Hashimoto (HT). Les AITD es caracteritzen per la

produccié d’autoanticossos contra almenys un dels autoantigens majors
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especifics de tiroides, com sén la tiroglobulina (Tg), la tiroperoxidasa (TPO) i el
receptor de la tirotropina (TSHR), aixi com per la infiltraciéo de la glandula

tiroidal per part de limfocits T i B.'0>'%

La malaltia de Graves-Basedow té com a caracteristica principal la produccié
d’autoanticossos patogenics contra el receptor de la TSH que acaba
desencadenant en una sobreproducci6 de hormones tiroidees

(hipertiroidisme) i una hiperplasia de la glandula tiroidea (goll).

2.5.1. Immunopatogeénia

Els autoanticossos circulants mimetitzen I'efecte de la TSH, unint-se i activen el
seu receptor (TSHR). Aixo resulta en un increment de la sintesis i alliberament
d’hormones tiroidees, generant un estat d’hipertiroidisme, i una hipertrofia de

les cél-lules fol-liculars de la tiroides causant el goll.'?****

En la patogenia de la malaltia hi juguen un paper important els limfocits que
infiltren la glandula i que és on es desencadena la resposta autoimmunitaria.'®
Els infiltrats de la glandula tiroidal en la malaltia de Graves-Basedow sén
predominantment de limfocits T CD4", que podrien estar-hi cooperant amb els

105-106

limfocits B en la produccié d’autoanticossos. A més, encara que en

menors proporcions, també s’ha vist una infiltracié de limfocits T CD8". ' El

s
estudis publicats fins el moment semblen indicar que aquests limfocits T que
infiltren la glandula tenen un fenotip de memoria (expressen el marcador

CD45RO0) i activat (HLA-DR"),10310% 107109

També, s’ha proposat com a un possible mecanisme patologic un increment
del eflux de ceél-lules autoreactives del timus a la periferia. S’ha vist que en

estadis inicial de la malaltia els pacients presentaven major concentracié de
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TRECs i percentatge de limfocits DP i de RTEs (CD4"CD45RA'CD31") en sang

periférica.’® 1

2.5.2. Etiologia

Tot i que la seva etiologia encara no és ben coneguda i sembla que pot ser
multifactorial, s’ha vist que factors ambientals com el tabac, algunes infeccions
o la ingesta de iode, podrien estar relacionats amb la malaltia. Des del punt de
vist genetic s’ha descrit una major incidéncia de la malaltia en persona amb els
grups al-lelics DRB1*0301 i DQA1*0501, aixi com amb alguns polimorfismes
dels gens CTLA-4 i PTPN22, perd amb associacions febles, amb un baix risc

relatiu de patir la malaltia. 17,103-104, 111

2.5.3. Epidemiologia
La malaltia de Graves és una de les malalties autoimmunitaries més freqlients.
Té una incidencia anual aproximada de 14 casos per 100.000, essent 5 vegades

més freqlient en dones que en homes."” '

2.5.4. Marcadors diagnostics
Els marcadors diagnostics de laboratori per a la malaltia de Graves-Basedow es
centren en la deteccié6 en serum d’autoanticossos i nivells d’hormones

tiroidees.

La preséncia d’autoanticossos contra el TSHR és patognomonic de la malaltia

de Graves-Basedow i es troben en més del 90% de pacients amb la malaltia. '®*

Els nivells elevats de les hormones tiroidees T3 i T4 lliures, associades a nivells

indetectables de TSH, sén caracteristics de la malaltia de Graves-Basedow.'®
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La determinacid dels autoanticossos anti-TPO i anti-Tg, tot i que es troben
elevats en la majoria de casos, no sén d’utilitat per si sols en el dignostic ja que

no sén especifics de la malaltia.” 10 104

2.5.5. Les subpoblacions limfocitaries en sang periférica en la malaltia de
Graves

En comparacid amb els estudis de que existeixen de la glandula tiroidal, el

paper de les subpoblacions limfocitaries en sang periférica de pacients amb

Graves-Basedow encara no esta ben caracteritzat.

La majoria d’estudis que existeixen fins el moment no inclouen estudis
multiparametrics de subpoblacions minoritaries, en aquest sentit, s’ha
observat que la relacié entre els limfocits T CD4" i CD8" es troba alterat,
produint-se en alguns casos una inversido de I'index CD4/CDS8, pero en els
treballs en els que s’han analitzat les subpoblacions T naive i memoria, els
resultats sén contradictoris, probablement degut a I’heterogeneitat entre els

grups de pacients estudiats, i els marcadors fenotipics utilitzats.'%% 10> 108109 112

Ens els darrers anys, la majoria d’estudis en citometria de flux publicats, s’han
centrat en estudiar les subpoblacions funcionals de limfocits T CD4 sobretot
Th17 i Tregs. Molts d’aquests treballs s’han fet en pacients amb AITD, sense
diferenciar els tipus de pacients o bé els que diferencien els subgrups clinics
sén amb tamanys mostrals petits. Dels estudis sobre limfocits Th17 en AITD,
sembla que en HT hi ha un increment d’aquesta subpoblacié pero els resultats
obtinguts en pacients en malaltia de Graves-Basedow sén contradictoris, a més
cal destacar que practicament la majoria d’ells s’han realitzat analitzant PBMCs
estimulats in vitro (a la taula 6 es resumeixen els treballs més destacats).'****®

Tampoc hi ha consens en els treballs publicats de limfocits Tregs pel que fa a

les proporcions en sang periférica, tot i que si que coincideixen en qué la
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funcionalitat dels limfocits Tregs es troba alterada en els pacients amb Graves-

Basedow (veure taula 7).1¢*%

Pel que fa als limfocits B en pacients amb Graves-Basedow hi ha molts pocs
treballs que s’hagin centrat en estudiar aquestes subpoblacions limfocitaries.
Fins al moment s’ha descrit un increment dels limfocits B naive, aixi com nivells
baixos de la subpoblaci6 CD19+CD24hiCD27+, recentment descrita com a
productora de IL-10 i per tant, possible subpoblaci6 de limfocits B

reguladors.'?**%

2.5.6. Tractament

Generalment, el tractament inicial recomanat en aquests pacients és amb
farmacs antitiroidals amb |'objectiu terapéutic d’aconseguir restablir una
situacid eutiroidea. En malalts de llarga evolucio I'estrategia terapéutica varia,
en funcié de la mida del goll i la preséncia d’oftalmopatia, de tractament

1% En els

farmacologic anti-tiroidal, tractament amb radioiode o tiroidectomia.
pacients en tractament amb farmacs anti-tiroidals, la concentracio de
autoanticossos contra el receptor de la TSH tendeix a disminuir en el
tractament. En els pacients que tractament amb radioiode, la concentracié
autoanticossos disminueix gradualment i normalment persisteix durant anys
després del tractament. En el cas dels pacients tractats amb cirurgia, els
autoanticossos disminueixen després de la tiroidectomia i en el 70-80% dels

. .z P 12
casos als 18 mesos postintervencié han negativitzat. 4
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2.6. L'ESCLEROSI MULTIPLE

L’Esclerosi Mudltiple (EM) és una malaltia cronica inflamatoria i
autoimmunitaria del sistema nervids central (SNC) que es caracteritza per la
preséncia d’infiltrats perivenulars de limfocits T i macrofags, que causen
inflamacié, amb pérdua de mielina (desmielinitzacid), gliosis i degeneracié

axonal, causant un trastorn de la senyalitzacié neuronal > *?

2.6.1. Epidemiologia
Es una de les malalties neurologiques més freqiients i una de les principals
causes de discapacitat en persones joves, afectant al voltant de 2,5 milions de

126 A Espanya representa la segona causa de discapacitat en

persones al mon.
persones joves després dels accidents de transit, amb una incidencia de 4-10

cas0s/100.000 habitants/any.

2.6.2. Manifestacions cliniques

La seva presentacid clinica és molt heterogenia i pot incloure alteracions tant
visuals com sensorials, deficiencia motora, cansament, dolor i defectes
cognitius.™® A nivell clinic, la seva forma més freqiient és la remitent-recurrent
(EMRR) que s’associa a periodes d’exacerbacid (brot) alternant amb periodes
de recuperacié (remissid). Un elevat percentatge dels pacients amb EMRR
evolucionara en el temps a una forma secundariament progressiva (EMSP),
amb un increment de la discapacitat amb/sense brots afegits. Existeix una
forma menys freqient d’EM, denominada EM primariament progressiva
(EMPP) en la que des del inici progressa la discapacitat, sense brots, i es
postula que patogénicament és diferent a ’'EMRR. En la Ultima revisio de Lublin

et al. dels fenotips clinics de la EM, s’ha inclos la sindrome clinica aillada (CIS)
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com a la primera presentacié clinica que reflecteix una desmielinitzacié

inflamatoria que podria ser una EM pero encara no acompleix tot els criteris

clinics.2%*%
Secondary progressive disease
Relapsing-remitting disease Primary S

Pre-symptomatic 1 progressive
disease disease

E Clinically isolated

5 | syndrome

2 Clinical threshold

- EEeeeeeeee ety BEEE B Ban Wl RGEERteoetirteceeth
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. Inflammatory Ncurologlcal S Aonid tase
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- U'ndc(lqu ) Brain volume Primary . .
disease progression progressive disease

Figura 8. Presentacions cliniques i evolucio en el temps de I’esclerosi multiple.

Font: Dendrou et al. Nature Reviews- Immunology 2015 126,

2.6.3. Etiologia

Tot i que I'etiologia de 'EM és desconeguda, es considera que el dany del SNC
és degut a un atac autoimmunitari selectiu, la diana del qual sén autoantigens
de la mielina. No obstant, i com en la majoria de les malalties

autoimmunitaries, es desconeixen els desencadenants del procés, que s’ha
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relacionat amb factors ambientals i genetics. La concordanca entre bessons
monozigots és del 40% i s’ha vist una certa associacio amb els al-lels HLA-

DRB1*1501 i DQB1*0602. %18

El que es coneix fins al moment fa pensar que I'EM és una malaltia
autoimmunitaria mediada per limfocits T autoreactius. El fet que la resposta
autoimmunitaria en I'EM sigui contra la mielina, els antigens derivats de la
mielina s’han postulat com les possibles dianes autoreactives. S’ha vist que
alguns pacients amb EM tenen limfocits T CD4+ amb reactivitat contra la
proteina basica de la mielina (MBP), la proteina proteolipida (PLP) i la
glicoproteina mielinica dels oligodendrocits (MOG). '** Aquests limfocits
autoreactius, encara que no son d’alta afinitat, tenen una elevada avidesa
biologica i sén especifics per a determinats péptids de la mielina, estant
incrementats en pacients amb EM. A partir de models matematics s’ha pogut
establir que els peptids enfront als que es dirigeixen aquests LT presenten una
debil capacitat d’unid als principals al-lels HLA-DR associats a I'EM, pel que es
postula que no patirien els processos de seleccié negativa plenament eficients
en el timus, passant a sang periférica on s’activarien i migrarien al SNC on

B30 |"abséncia en aquesta resposta

podrien ocasionar I'atac autoimmunitari.
autoimmunitaria d’'un autoantigen majoritari s’ha postulat que podria ser
degut a la falta de poder disposar d’'una tecnologia el suficientment sensible
com per a detectar-los o bé també a que s’estigui produint un fenomen de

“epitope spreading”. '

En estudis en el model animal d’EM, encefalitis autoimmunitaria experimental
(EAE), s’ha vist que les subpoblacions Thl, Th17 i T CD4" efectores

131-1 .
313 Aquestes subpoblacions

contribueixen en la patogenia de la malaltia.
s’han trobat també augmentades en el SNC de pacients amb EM, sobretot en

els liquid cefaloraquidi i en I'espai perivascular, tot i que no s’ha pogut veure
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que una d’elles tingui un paper preponderant en la patogenia de la malaltia.
126,134 per altra banda, s’han descrit expansions oligoclonals de limfocits T CD8*
activats en lesions del SNC de pacients amb EM, suggerint la seva participacio

135-139

en el dany al SNC.

A més, en els Ultims anys, cada vegada esta quedant més clara també la
participacié dels limfocits B en la patogenia de I'EM, a través de la produccié
d’anticossos (que es poden detectar en LCR i tenen valor diagnostic), aixi com
contribuint a la induccié, manteniment i reactivacié dels limfocits CD4+, tant
actuant com a cel-lules presentadores d’antigen com a través de la produccié

de citoquines.*****

2.6.4. Els biomarcadors en 'EM

Com s’ha comentat 'EM és una malaltia clinicament i patogénicament
complexa i heterogenia. Aixd ha portat a la necessitat de disposar de diferents

tipus de biomarcadors.***¢

- Biomarcadors diagnostics i predictius. Que permetin poder identificar
en aquelles persones que tenen un primer episodi de neuritis optica o
CIS quins tenen més risc de desenvolupar una EM o una altra malaltia
neurologica. | també, poder tenir marcadors predictius que
permetessin identificar aquells familiars de primer grau amb major risc

de patir la malaltia.

- Biomarcadors d’activitat de la malaltia que permetin diferenciar quins

pacients tindran un curs més benigne de la malaltia, d’aquells que
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tindran un curs més agressiu, en els quals un inici de tractament

precog al actual, probablement portaria a una millor evolucié.

- Biomarcadors de resposta al tractament que ens permetin identificar
aquells pacients que tindran una resposta pobra a un farmac en

concret o que tinguin major risc de patir algun efecte advers.

A ‘B 1 C D
Predictive | Diagnostic : Disease activity biomarkers Treatment-response
biomarkers  biomarkers : biomarkers*

: Clinical parameters
First-degree ' RIS

' In.ahmn(
relatives Relapsing i Progression >
f as ﬁ ﬁ {f {/-/""/ i * f
fi'f . i AA Q f'f 7
{ \ {5 i Radiological i
parameters

" Responders Non-responders,
‘ adverse effects

Ghal activation and dysfunction

Other disorders
(eg, NMO)

Inflammation Remyelination and repair
Demyelination Neuroaxonal
damage

Oxidative stress

Pathological processes

Figura 9. Tipus de biomarcadors en I'Esclerosi Multiple. A)Els biomarcadors predictius
permeten diferenciar els familiars de primer grau amb més risc de tenir EM. B) Els
biomarcadors diagnostics per a diferenciar pacients amb CIS, EM o altres malalties
neurodegeneratives. C) Els biomarcadors d’activitat indiquen progressié de la malaltia.
D) Els biomarcadors de resposta al tractament sén utils per a diferenciar als pacients
responedors dels que no. (Font Comabella et al. Lancet Neurol 2014 143)

La majoria de biomarcadors que s’han descrit fins al moment son tant en sang
periférica com en LCR. A la taula 8 es mostra un resum dels principals
biomarcadors descrits fins el moment. Actualment molts d’ells encara sén
potencials biomarcadors i s’esta validant la seva utilitat i per tant encara no

s’utilitzen de manera rutinaria en la practica clinica.
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Taula 8. Resum dels biomarcadors descrits en I'Esclerosi Miiltiple (adaptat de

Teunissen, CE et al. Nature Rev Neurol, 2015 145)

Implementat
Tipus de biomarcador Biomarcador Mostra diagnostic rutina  Referéncia
Diagnostic MS Bandes oligoclonals IgG LCR Si w
1gG especifica per MRZ LCR No 8
Cadenes lleugeres lambda LCR  Enalguns centres "
miR-20a-5p Sang No 10
3 miR-22-5p Sang No 190
;ﬁ Diagnostic diferencial
% Conversié CIS-MS Bandes oligoclonals IgG LCR Si 1
:*g Bandes oligoclonals IgM LCR En alguns centres 12
o cXcL13 LCR No 153
e CHI3L1 LCR No =
Neurofilament cadena lleugera LCR No 155136
NMO Ac IgG anti-Aquaporina 4 Sang Si w7
Ac 1gG anti-MOG Sang  Enalguns centres 158160
Haptoglobina LCR No 161
& | Subtipus Ms Bandes oligoclonals IgM LCR  En alguns centres 162
I,: miR-223 Sang No 163
g miR-15b Sang No 163
:g- Prognostic de la malaltia Neurofilament cadena lleugera Sang No 164
= Bandes oligoclonals IgM LCR  Enalguns centres 165
] Prediccid resposta Ac neutralitzants anti-IFN Sang Si 166
g Ac neutralitzants anti-natalizumab  Sang  En alguns centres 17
;3 miRNAs (familia miR-29) Sang No 168-169
Predicci6 ef. adversos  Ac anti-virus JC i index JCV Sang Si 70

2.6.5. Tractaments per 'EM

Tot i que en els darrers anys s’han desenvolupat un elevat nombre de farmacs
per a I'EM, actualment no existeix cap tractament que curi la malaltia. Els
tractaments que es troben actualment en el mercat disminueixen en molts

casos la freqliencia dels brots i disminueixen el nivell d’inflamacid, pero no
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tenen practicament cap efecte en la neurodegeneracié del dany ja causat per

la malaltia.

Existeixen diferents tipus de tractaments, pel tractament dels brots, en aquest
cas s’utilitzen megadosis de corticoides (Metilprednisolona) en el moment del
brot, i els tractaments moduladors de la malaltia (MDM), que es divideixen en
tractaments de primera i de segona linia. Aquests tractaments tenen com a
mecanisme d’accid actuar en diferents punts de la immunopatogénia de I'EM

(representats a la figura 4).""**"*

Tractaments de primera linia

Interferons B (1a i 1b): Va ser el primer tractament aprovat per I'EM. S’ha vist
gue disminueix el nombre de brots, la progressié de la discapacitat i I'activitat
de la malaltia per MRI. El mecanisme d’accié de I'interferd  no es coneix bé, si
gue sembla que produeix un certa disminucié de I'activacié i proliferacié dels
limfocits, una reduccid en la produccid de citoquines proinflamatories i
augment de les antiinflamatories. L'interferé B s’administra per via subcutania
o intramuscular. Els principals efectes adversos sén inflamacié en el lloc

d’injeccié, maldecap, simptomes tipus grip, fatiga i possible depressio.'?®

Acetat de glatiramer o copolimer 1: és un polimer dels aminoacids més
comuns que formen la proteina basica de la mielina. El seu mecanisme d’accié

tampoc és del tot conegut. S’administra per via intravenosa.'?®

Dimetilfumarat: és un éster de I'acid fumaric. El seu mecanisme d’accié no és
del tot conegut. Sembla que podria actuar sobre la via d’activacié mediada per
Nfr2 (disminuint la inflamacid), sobre el factor de transcripciéo NF-kB (produint

una immunomodulacié de la produccié de citocines) i una disminucié del dany
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cellular per una disminucié de I'estrés oxidatiu causat per la via Nrf2.
S’administra per via oral. L'efecte advers més freqlent és el flushing, seguit de
molésties gastrointestinals.'’* Produeix una important limfopénia als pacients i
en els darrers mesos s’han reportat alguns casos de LMP per infeccié per virus

JC en pacients amb aquest tractament'”> "6,

Alemtuzumab: és un anticos monoclonal humanitzat contra la molécula CD52,
recentment aprovat per al tractament de I'EM (anteriorment ja aprovat per al
tractament de leucemies). Provoca una rapida deplecié de limfocits T, B, NK,

monaocits i alguns granulocits. S’administra per via intravenosa.’®**

Tractaments de segona linia

Natalizumab: es tracta d’un anticos monoclonal contra la molécula CD49d
(subunitat a4 del receptor VLA-4). La interaccié de VLA-4 la VCAM-1 de
I’endoteli permet als leucocits creuar la BHE i entrar en el SNC. La unié del
natalizumab al CD49d impedeix el pas dels leucocits a través de la BHE. Es un
tractament amb una clara disminucié del nombre de brots, progressié de la
malaltia i activitat per MRI. El principal efecte advers del natalizumab és el risc
a patir leucoencefalipatia multifocal progressiva (LMP), com a conseqiéncia

d’infeccié pel virus JC, la qual esta associada a una elevada taxa de mortalitat.
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Figura 10. Mecanismes d’accio de les diferents terapies modificadores de la malaltia

gue existeixen actualment.

Font: Grigoriadis et al. Eur J Neurology, 2015 17

Fingolimod: és el primer farmac per via oral que es va aprovar per 'EM. Es
tracta d’un agonista del receptor 1 de I'esfingosina-1-fosfat (S1P1). La unid de
la S1IP amb el seu receptor limfocitic SIP1 permet als limfocits sortir dels
ganglis limfatics. La unié del fingolimod al receptor S1P1 causa una
internalitzacié del receptor i com a conseqiéncia els limfocits queden retinguts

en el gangli limfatic i no poden sortir a periféria.

Teriflunomida: és un derivat de la leflunomida (farmac utilitzat com
immunomodulador per al tractament d’altres malalties autoimmunitaries).
S'uneix a la dihidro-orotat-deshidrogenasa, provocant una inhibicié de la
sintesi de pirimidines en cel-lules que es divideixen rapidament, dins de les

quals hi trobem els limfocits T i B, especialment aquells en estat d’activacié o
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proliferacié. El seu mecanisme d’accié fa que sigui un farmac amb un efecte
immunomodulador poc especific sobre una subpoblacié limfocitaria concreta.

S’administra per via oral.

2.6.6. Les subpoblacions limfocitaries en sang periférica en I’Esclerosi

Muiltiple

En els estudis en sang periférica de les subpoblacions memoria minoritaries T
CD4" i CD8, els resultats fins el moment no sén concloents, probablement
degut a la heterogeneitat entre els estudis publicats pel que fa a tipologia de
pacients i metodologia i marcadors utilitzats per a I'estudi de les subpoblacions
limfocitaries. En general, es descriu la presencia de limfocits T CD4+ i CD8+
memoria en LCR, pero en sang periferica hi ha molta heterogeneitat en els

resultats observats sobretot en les subpoblacions de limfocits T memoria

central i memoria efectora. 7%

Pel que fa als limfocits Th17 el seu increment en sang periférica esta clarament

descrit, no tant sols en el model animal, sind6 també en pacients amb EM,

133-134

concordant aixi amb el paper patogenic que juga en la malaltia. A més,

s’han associat alteracions en el ratio dels limfocits Th17/Treg amb moments

d‘activitat i amb major severitat de la malaltia."*"***

Respecte a les subpoblacions de limfocits B hi ha molts pocs estudis realitzats

141-142

en pacients amb EM. La majoria dels estudis realitzats es centren en

. 183-1.
aquestes subpoblacions com a marcadors de resposta a tractaments.*®*"#*
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2.6.7. Efecte dels tractaments per a I'EM sobre les subpoblacions

limfocitaries

A la taula 3 es resumeixen els principals canvis sobre les subpoblacions
limfocitaries en sang periferica que produeixen els diferents tractaments
aprovats per a 'EM. A continuacié es descriuen amb major detall aquells

canvis descrits en els tractaments que s’estudiaran en aquest treball.

Interferd B

Els interferons tenen un efecte immunomodulador inespecific sobre diferents
components del sistema immunologic, aixi com també sembla que podria tenir
un paper interferint en la migracid dels leucocits a través de la BHE. S’ha
descrit que el tractament amb IFN-B indueix una lleugera leucopénia, un
augment de IL10 que s’ha associat tant a un increment de limfocits T CD4" i

bright 185-187

CD8" reguladors com de la subpoblacié de limfocits NK CD56 A més,

diferents estudis apunten a un decrement en la produccié de IL17 i de la
subpoblacié Th17 en sang periférica de pacients en tractament en IFN-.'**'%
Aquest efecte immunomodulador porta a una disminucid de les subpoblacions

187, 190

de limfocits T activats i memoria. D’altra banda, s’ha vist que el

tractament amb IFN-B genera un increment en la produccié de limfocits B

191

(observant-se un increment en la concentracié de KRECs).”" En canvi, I'efecte

sobre la generacidé de RTEs a nivell timic és contradictori, perd sembla que de

tenir algun efecte seria una disminucié de RTEs i TRECs en sang periférica.™ %

Natalizumab

El natalizumab, al ser un Ac monoclonal anti-CD49d, s’uneix a la subunitat a4
de la integrina a4P1, bloquejant la seva interaccié amb la moléecula VCAM de
I'endoteli, i inhibeix el pas de les cel-lules a través de la BHE. Com a

conseqiiéncia, en els pacients amb tractament amb natalizumab s’observa un
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important increment en el recompte tant de limfocits B, T CD4", T CD8" (sense
veure’s alteracions en el index CD4/CD8) i cél-lules NK en sang periférica.’®**%
L’efecte del natalizumab sobre les subpoblacions minoritaries de limfocits Ti B
no esta ben definit, tot i que sembla que les subpoblacions de limfocits T
efectores quedarien retingudes en sang periférica i que podria induir canvis en

195197 A més, s’ha vist que el farmac

les subpoblacions de limfocits B memoria.
interfereix en la retencié dels progenitors hematopoetics en medul-la Ossia
observant-se en sang periferica un augment tant de cél-lules CD34+, i en
concret aquelles de llinatge limfoide, com de les subpoblacions més

immadures de limfocits B, com sén els limfocits B transicionals.'*® 19820

Fingolimod

El principal efecte del fingolimod sobre les subpoblacions limfocitaries en sang
periférica, com a conseqiiéncia del seu mecanisme d’accid, és la retencid en
els ganglis limfatics de les cél-lules que expressen CCR7. Aquest efecte en els
limfocits T es tradueix en una disminucid dels percentatges en sang periférica
de les subpoblacions naive i memoria central tant en CD4* com en CD8".2%*%%
El que fa als limfocits B, I'expressié de CCR7 no es troba tant limitada a unes
subpoblacions definides. Aquest fet es tradueix en la disminucié del
percentatge dels limfocits B en general, pero no s’observa un efecte clar sobre
cap de les seves subpoblacions i els pocs treballs publicats fins al moment sén

contradictoris. 2°72%®

Independentment del seu efecte sobre les cél-lules CCR7" s’han descrit altres
canvis induits pel fingolimod sobre les subpoblacions limfocitaries
consequiencia d’altres mecanismes d’accié encara no ben definits. S’ha vist,
tant en models in vitro com in vivo, que el tractament amb fingolimod indueix

209-211

una produccié de limfocits T reguladors. A més s’ha observat un

augment dels percentatges d’aquesta subpoblacidé en sang periferica de
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205, 208, 212-215

pacients en tractament amb aquest farmac. Els resultats publicats

fins el moment sobre I'efecte del fingolimod sobre els limfocits Th17 no sén

205, 213, 216

concloents i, fins i tot, en alguns casos contradictoris. Pel que fa a les

subpoblacions de limfocits B, s’ha descrit un augment dels limfocits B

207, 217

transicionals o immadurs i que aquestes cel-lules podrien estar exercint

un paper regulador, produint IL-10. ***®
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Hipotesi

En les malalties autoimmunitaries es produeixen alteracions en la regulacio del
sistema immunitari, tant en els mecanismes de tolerancia central com en els
de la tolerancia periferica, que es veuen reflectits en canvis en les

subpoblacions limfocitaries en sang periférica

L’estudi de les subpoblacions limfocitaries minoritaries per citometria de flux
permet definir potencials biomarcadors en sang periférica per al diagnostic i
pronostic de les malaltia autoimmunitaries organoespecifiques aixi com de la

resposta a terapies immunomoduladores.
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Objectius

4.1. Dissenyar un panell de citometria de flux que permeti identificar canvis en
les subpoblacions limfocitaries minoritaries en sang periférica en pacients amb
malalties autoimmunitaries organoespecifiques, en concret en pacients amb
malaltia de Graves-Basedow i Esclerosi Multiple, en comparacié amb un grup

de donants sans.

4.2. Definir biomarcadors en sang periferica de resposta terapeutica en
pacients amb Esclerosi Multiple en tractament amb fingolimod que permetin

diferenciar aquells pacients responedors a la terapia.

67






5. MATERIALS | METODES

69






Materials i metodes

5.1. DISSENY DE L’ESTUDI:

OBJECTIU 1

Estudi observacional en el que es van incloure donants sans, pacients amb

malaltia de Graves-Basedow i pacients amb Esclerosi Multiple.

Donants sans

Com a grup control es van incloure 40 donants sans del Banc de Sang i Teixits de
Badalona (Hospital Germans Trias i Pujol). Dels quals 17 eren dones i 23 homes, i

la mitjana d’edat de 42,85 anys (Desviaci6 estandard: 10,83).

Pacients amb malaltia de Graves Basedow

Els pacients amb malaltia de Graves-Basedow es van incloure en el Servei
d’Endocrinologia de I'Hospital Germans Trias i Pujol. Es van incloure 26 pacients
(23 dones, 3 homes; d’edat entre els 21 i 76 anys). El diagnostic de malaltia de
Graves es realitzar en base a la simptomatologia clinica, la funcié tiroidea i la
presencia d’Ac anti-TSHR. Tots els pacients inclosos es trobaven clinicament
estables en el moment de I'estudi. L’estabilitat clinica es va definir com una funcié
tiroidal normal mantinguda després de la finalitzacid del tractament. Tots els
pacients havien rebut tractament previ, 7 havien estat tractats amb tiroidectomia

total, 10 amb tractament radioiode amb I'**

i 9 amb farmacs antitiroidals, pero
cap havia rebut tractament com a minim en els darrers 4 mesos (mitjana de
mesos sense tractament: 27,85; Desviacié estandard: 16,04 mesos). Les
caracteristiques cliniques i de laboratori del pacients amb malaltia de Graves

inclosos es detallen a la taula 4.
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Pacients amb Esclerosi Multiple

Seixanta-sis pacients d’EM de la Unitat d’Esclerosi Multiple del Departament de
Neurosciéncies es van incloure en I'estudi. Tots els pacients complien els criteris
de 2005 de Mc Donald** per al diagnostic d’EM. Es van incloure 23 pacients amb
EMRR sense tractament modificador de la malaltia, 27 pacients en tractament
amb medicaments modificadors de la malaltia (16 en tractament amb IFN-B i 11
en tractament amb natalizumab), i 16 pacients amb formes progressives de la
malaltia (8 EMPP i 8 EMSP). El 71% (n=47) dels pacients eren dones i la mitjana
d’edat va ser de 41 anys (Desviacié estandard: 6,7). Les caracteristiques cliniques

del pacients amb EM inclosos es detallen a la taula 5.

Taula 11. Caracteristiques cliniques dels pacients amb EM estudiats

Codi Tipus EM Tractament Edat Sexe EDSS basal Anys evolucié N2 brots previs
EMO1 EMRR No 45 dona 3 12 6
EMO02 EMRR No 58 dona 4 12 4
EMO3 EMRR No 44 dona 4,5 14 6
EMO04 EMRR No 37 dona 4 3 3
EMO5 EMRR No 33 dona 4 3 3
EMO06 EMRR No 68 home 3 29 16
EMO7 EMRR No 57 home 3 16 3
EMO08 EMRR No 37 dona 2 8 4
EM09 EMRR No 60 dona 2,5 4
EM10 EMRR No 44 home 3 19 7
EM11 EMRR No 43 dona 2 5 3
EM12 EMRR No 29 home 1,5 5 3
EM13 EMRR No 22 home 3,5 22 5
EM14 EMRR No 47 dona 1 6 3
EM15 EMRR No 52 dona 2 11 3
EM16 EMRR No 40 dona 3,5 10 9
EM17 EMRR No 45 dona 2 1 2
EM18 EMRR No 63 home 1,5 3 3
EM19 EMRR No 40 dona 4 11 5
EM20 EMRR No 44 dona 4 12 7
EM21 EMRR No 34 home 3,5 2 2
EM22 EMRR No 53 dona 6 5 2
EM23 EMRR No 33 dona 2 7 3
EM24 EMPP No 44 dona 3,5 22 -
EM25 EMPP No 45 home 6,5 15 -
EM26 EMPP No 46 dona 4 6 -
EM27 EMPP No 51 dona 5 4 -
EM28 EMPP No 56 dona 3,5 11 -
EM29 EMPP No 43 dona 3 11 -
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EM30 EMPP No 30 home 3,5 17 -

EM31 EMPP No 53 dona 1 4 -

EM32 EMSP No 32 home 6 15 6
EM33 EMSP No 47 dona 4 13

EM34 EMSP No 38 dona 6,5 23 16
EM35 EMSP No 52 dona 8 14 14
EM36 EMSP No 39 home 6 20 7
EM37 EMSP No 61 home 1 16 4
EM38 EMSP No 49 home 4,5 10 1
EM39 EMSP No 45 dona 5 18 3
EM40 EMRR Natalizumab 40 dona 7 10 5
EM41 EMRR Natalizumab 56 home 3,5 8 13
EM42 EMRR Natalizumab 37 dona 4 4 3
EM43 EMRR Natalizumab 43 dona 6,5

EM44 EMRR Natalizumab 41 dona 2,5 2 5
EMA45 EMRR Natalizumab 32 home 3 8 13
EM46 EMRR Natalizumab 44 home 4 96 5
EM47 EMRR Natalizumab 42 dona 4,5 4 3
EM48 EMRR Natalizumab 51 home 6 10 1
EM49 EMRR Natalizumab 45 dona 3 22 5
EM50 EMRR Natalizumab 68 dona 6,5 11 .

EM51 EMRR IFN-B 1 10 2
EM52 EMRR IFN-B 66 home 1 4 2
EM53 EMRR IFN-B 25 dona 1 3 4
EM54 EMRR IFN-B 41 dona 2 11 3
EMS55 EMRR IFN-B 40 dona 4 15 7
EM56 EMRR IFN-B 30 dona 4 2 4
EM57 EMRR IFN-B 44 dona 4 10 3
EM58 EMRR IFN-B 44 dona 2 10 4
EM59 EMRR IFN-B 43 dona 2,5 12 6
EM60 EMRR IFN-B 62 dona 1,5 4 2
EM61 EMRR IFN-B 48 3,5 3 3
EM62 EMRR IFN-B 57 2,5 10 3
EM63 EMRR IFN-B 42 3 5
EM64 EMRR IFN-B 50 6 22 5
EM65 EMRR IFN-B 43 2,5 10 4

Els donants sans que acudien al Banc de Sang i Teixits de Badalona eren informats
de I'estudi. Als que estaven interessats en participar i firmaven el consentiment

informat se’ls extreien 10ml de sang.

Els pacients d’EM i malaltia de Graves-Basedow que realitzaven seguiment en la
Unitat d’Esclerosi Multiple del Departament de Neurosciencies o en el Servei
d’Endocrinologia de I'Hospital Germans Trias i Pujol van ser seleccionats i
informats de I'estudi. Els que complien els criteris d’inclusié i firmaven el

consentiment se’ls extreia 10 ml de sang.
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OBIJECTIU 2

Estudi prospectiu d’un any de durada en pacients diagnosticats de EMRR que
iniciaven tractament amb fingolimod. Els criteris d’inclusié varen ser diagnostic
de EMRR (segons els criteris de McDonald revisats el 2010%%°), inici de
tractament amb fingolimod (0,5 mg/dia), edat compresa entre els 18 i 59 anys i
grau de discapacitat, en el moment basal, mesurada amb I’escala EDSS de 0-
6,0. Per als pacients inclosos que havien rebut tractament previ es va establir
un periode de rentat minim de 24 hores per interferd-p i acetat de glatiramer i

de 2 mesos per a natalizumab o altres tractaments.

Als subjectes que complien els criteris de I'estudi (n=14) se’ls va realitzar una
avaluacio neurologica estandarditzada i del grau de discapacitat amb I'escala
EDSS en el moment basal, i als mesos 1, 3, 6 i 12 de tractament. Tots els
efectes adversos i brots es van reportar durant el seguiment. Tant en el
moment basal com als 12 mesos del inici del tractament es va realitzar una
MRI cerebral seguint el protocol estandard per tal d’avaluar I'aparicié de noves

lesions o de lesions de major mida clinicament silents.

L'extraccié de sang periferica per I'estudi del fenotip de les subpoblacions
limfocitaries es va realitzar a temps basal i als mesos 1, 3, 6, 9 i 12 després del

inici del tractament amb fingolimod.

5.2. IMMUNOFENOTIPATGE PER CITOMETRIA DE FLUX

Mitjancant citometria de flux amb un citometre de tres lasers (FACS Canto Il) es va
realitzar I’analisi fenotipic de les subpoblacions limfocitaries en sang periféerica,

podent analitzar d’aquesta manera fins a vuit marcadors diferents per a cada
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Taula 12. Panells d’anticossos utilitzats amb el marcatge corresponent i la quantitat a utilitzar

Anticos  Fluorocrom Clona Casa comercial Referéncia Quantitat
CD3 AmCyan SK7 BD Biosciences 339186 1pl
CD4 APC-H7 SK3 BD Biosciences 641398 1ul
- | cps8 V450 RPA-T8 BD Horizon 560348 5l
3 | €b27 PerCP-Cy5.5 M-T271 BD Pharmingen 560612 2 ul
E CD45RA  FITC L48 BD Biosciences 335039 5ul
CCR7 PECy7 3D12 BD Pharmingen 557648 1pl
CD31 Alexa 647 M89D3 BD Pharmingen 558094 2 ul
PTK7 PE 188B Miltenyi Biotec  130-091-364 5ul
~ | CD4 V450 RPA-T4 BD Horizon 560345 5l
< | CCR7 PECy7 3D12 BD Pharmingen 557648 5ul
E CCR6 PE 11A9 BD Pharmingen 559562 1pl
CCR4 Alexa 647 1G1 BD Pharmingen 557863 5ul
CD45 FITC 2D1 BD Biosciences 345808 2,5ul
CD3 V450 UCHT1 BD Biosciences 561812 2,5ul
n CD4 PerCP-Cy5.5 RPA-T4 BD Pharmingen 560650 1,25 ul
< | €D25 PE M-A251 BD Pharmingen 555432 5ul
E CD127 Alexa 647 HIL-7R-M2 BD Pharmingen 558598 10ul
CD45RO  APC-H7 UCHL1 BD Pharmingen 561137 2,5ul
CCR4 PE-Cy7 1G1 BD Pharmingen 557864 2,5ul
HLA-DR V500 G46-6 BD Horizon 561224 2,5 ul
- CD19 PerCP-Cy5.5 SJ25C1 BD Biosciences 332780 5l
< | cb24 FITC ML5 BD Pharmingen 555427 5ul
E CD38 PE HIT2 BD Pharmingen 555460 3l
CD27 APC 1128 BD Biosciences 337169 3ul
CD19 V500 HIB19 BD Horizon 561121 1pl
v | CD27 APC L128 BD Biosciences 337169 3l
E IgD FITC 1A6-2 BD Pharmingen 555778 10ul
a IgM PerCP-Cy5.5 G20-127 BD Pharmingen 561285 5ul
CD21 PE B-ly4 BD Pharmingen 555422 5ul

marcatge. Els diferents anticossos es van validar i titular amb I'objectiu d’establir
la concentracio idonia de cada anticos de manera que s’obtingués la major relacio
entre la senyal de les cel-lules positives i les negatives. Aixi van quedar establerts

els panells d’anticossos descrits a la Taula 6.

76



Materials i metodes

Es van analitzar les diferents subpoblacions limfocitaries descrites a la Taula 7. Per
tal de poder establir el criteri de positivitat per a cadascun dels anticossos es van
aplicar controls FMO (Fluorescence Minus One), que consisteixen en realitzar la
tincié de tots els anticossos menys en el que desitgem col-locar el criteri de
positivitat. Es van definir controls FMO per al marcatge amb PTK7 per a la
subpoblacié de RTEs i per al marcatge amb CCR7 per a la subpoblacié de Th17.
També es van utilitzar com a controls de positivitat poblacions internes de
referéncia per al analisi de CCR7 vs CD45RA en els limfocits T, CD45R0 vs CCR4 i
CD45RO vs HLA-DR en Tregs, CCR4 vs CCR7 en les Th17, CD27 vs CD24 en Bregs i

CD19 vs CD21 en els limfocits B immadurs.

Addicionalment, per a totes les mostres es va realitzar un comptatge amb Perfect
Count Beads (Cytognos) per tal d’obtenir el nombre absolut de limfocits i poder

guantificar cadascuna de les subpoblacions limfocitaries estudiades.

5.2.1. Procediment de la tincié superficie de les mostres de sang periférica

Per a la tincid de superficie de les mostres es van incubar 100ul de sang total
juntament amb la mescla d’anticossos detallats a la taula 6 durant 15 minuts a
temperatura ambient i protegits de la llum. Es van afegir 2 ml de solucid de lisi
(BD FACS Lysing Solution) que es van incubar 7 minuts a temperatura ambient i
protegits de la llum. Seguidament es va centrifugar a 1200 rpm 5 minuts, es van
decantar les mostres. Es va fer un rentat amb 3 ml de Tampd de rentat i van
tornar a centrifugar a 1200 rpom 5 minuts. Es van decantar els sobrenedants i es
van afegir 200 pl de Tampd de rentat. En el panell 5 es va realitzar un rentat previ

de la sang amb PBS per a eliminar la IgD i IgM del plasma.

5.2.2. Protocol de comptatge amb PerfectCount:
De totes les mostres es va fer un marcatge de 25 uL sang total amb I'anticos
monoclonal CD45-PerCP (BD Bioscences) que es va incubar 15 minuts a

temperatura ambient i protegit de la llum. Per tal de llisar la mostra es van afegir
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450 pl de solucié de lisis (BD FACS Lysing Solution) i es va incubar 10 minuts a
temperatura ambient i protegit de la llum. Es van afegir 25 pl de Perfect Count

beads (Cytognos).

Taula 13. Caracteritzacio fenotipica de les subpoblacions estudiades

Subpoblacié limfocitaria Fenotip
Panell 1:
Estadis de limfocits T
RTEs CD3+CD4+CD27+CCR7+CD45RA+CD31+PTK7+
CD3+CD8+CD27+CCR7+CD45RA+CD31+PTK7+
Naive CD3+CD4+CD27+CCR7+CD45RA+
CD3+CD8+CD27+CCR7+CD45RA+
Memoria Central CD3+CD4+CD27+CCR7+CD45RA-
CD3+CD8+CD27+CCR7+CD45RA-
Memoria efectora CD3+CD4+CD27+CCR7-CD45RA-

CD3+CD8+CD27+CCR7-CD45RA-
Memoria efectora ben diferenciada CD3+CD4+CD27-CCR7-CD45RA-

CD3+CD8+CD27-CCR7-CD45RA-
Efectores (Tgyga) CD3+CD4+CD27-CCR7-CD45RA+

CD3+CD8+CD27-CCR7-CD45RA+
Limfocits dobles positius (CD4+CD8+)  CD3+CD4+CD8+CD27+CCR7+CD45RA+
CD3+CD4+CD8+CD27+CCR7+CD45RA-
CD3+CD4+CD8+CD27+CCR7-CD45RA-
CD3+CD4+CD8+CD27-CCR7-CD45RA-
CD3+CD4+CD8+CD27-CCR7-CD45RA+

Panell 2:
Th17 CD4+CCR7-CCR4+CCR6+
Panell 3:
LT reguladors CD4+CD127lowCD25+CCR4+CD45RO+HLADR+
Panell 4:
Estadis de limfocits B
Naive CD19+CD27-1gM+IgD+
Memoria sense canvi de classe CD19+CD27+IgD+lgM+
1gM memoria CD19+CD27+IgD-IgM+
Memoria amb canvi de classe CD19+CD27+IgD-1gM-
Immadurs CD19+CD27-1gM+IgD+CD21-
Panell 5:
LB transicionals CD19+CD24hiCD38hiCD27-
Plasmablasts CD19+CD38hiCD27+
B reguladores CD19+CD24hiCD27+
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5.3. ADQUISICIO CITOMETRICA

L’adquisiciéd citometrica es va realitzar en un citometre FACSCanto Il (BD
Biosciences), utilitzant el software FACSDiva (BD Biosciences). Es van adquirir
100.000 limfocits per a cada tub dels de caracteritzacié fenotipica. Per als tubs de

comptatge, es van adquirir 5.000 boletes (beads).

5.4. ANALISI CITOMETRIC

L'analisi de les subpoblacions limfocitaries es va fer utilitzant els software

FACSDiva (BD Biosciences).

All Events Singletes

100 150 200 150 200

50 250 250
FSC-A (x 1.000) (x 1.000)

Singletes v CD3+

SSC-A

Figura 11. Exemple de I'esquema d’analisi de subpoblacions en limfocits T CD4+, CD8+, dobles

positius (CD4+CD8+) i dobles negatius (DN)
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5.4.1. Analisi de la subpoblacions de limfocits T:

L’estratégia seguida a I’"hora d’analitzar les poblacions T (CD4", CD8" i DP) va ser
diferenciar-les segons el grau de maduresa a partir dels marcadors CD27, CCR7 i
CD45RA. Dintre d’aquestes subpoblacions es va estudiar I'expressié de CD31 i de

PTK7 per tal de valorar els RTEs.

L’esquema seguit al fer I'analisi va ser, després d’eliminar les impureses i restes
cel-lulars (“dobletes”) a partir dels “singletes” es van seleccionar els limfocits i
d’aquests els que eren CD3'CD4" , CD3'CD8" i els limfocits doble positius
(CD3'CD4CD8Y). Tant en els limfocits CD3'CD4" com en els CD3'CD8" es va
analitzar I'expressié de CD45RA, CCR7, CD27, CD31 i PTK7. En la subpoblacié de
limfocits doble positius, degut a que es tracta d’una subpoblacié molt minoritaria
en sang periférica, es va analitzar I'expressié de CD45RA, CCR7 i CD27, sempre
qgue s’hagués adquirit un minim de 200 events en la regid de limfocits dobles

positius.

5.4.2. Analisi de la subpoblacié Th17:

En I'analisi dels limfocits Th17 (CD4" CCR7 CCR4" CCR6") a partir dels limfocits
totals es van seleccionar els CD4", d’aquests els CCR7,, i a partir d’aquests es va
seleccionar la subpoblacié CCR6'CCR4". Es van utilitzar un control FMO per a la
positivitat de CCR7 i la subpoblacié de limfocits CD4™ con a poblacié interna de

referéncia per a la positivitat de CCR4 i CCR6.

5.4.3. Analisi de limfocits T reguladors

Els limfocits T reguladors es van definir dintre dels limfocits CD3'CD4" en base
a I'expressio en superficie dels marcadors CD127, CD25, CCR4, CD45RO0. Dins
d’aquests es van analitzar aquells que expressaven en superficie HLA-DR. Com
a poblacié interna de referéncia per a la positivitat de CD45R0 i CCR4 es va

utilitzar CD3°CD4 i per a la positivitat per a HLA-DR, la poblacié CD3*CD4".
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Figura 12. Estratégia d’analisi dels estadis de maduracié de limfocits T CD4" en funcié

de I'expressi6 de CD45RA, CCR7 i CD27 i caracteritzacié dels RTEs. B) Control de
positivitat per a CCR7vsCD45RA a partir de limfocits com a poblacié interna de

referencia. C) Control FMO per a PTK7.
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Limfocits

Singletes

All Events

(1.000) 3>

SSC-A

150 200 150 200

250 260
FSC-A (x 1.000) (x 1,000)

CD8+CD3+ CD4-CD8+CD3+ CD45RA+CCR7+

CD4SRA-CCR7+  CD4SRA+CCR7+ CD4SRA+C(

Figura 13. Estratégia d’analisi dels estadis de maduracié de limfocits T CD8" en funcié
de I'expressié de CD45RA, CCR7 i CD27. B) Control de positivitat per a CCR7vsCD45RA a

partir de limfocits com a poblacid interna de referéncia.
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Figura 14. Estratégia d’analisi dels estadis de maduracié de limfocits T CD4°CD8" en
funcié de I'expressi6 de CD45RA, CCR7 i CD27. B) Control de positivitat per a

CCR7vsCDA45RA a partir de limfocits com a poblacié interna de referéncia.
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All Events Singletes
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Figura 15. Estrategia d’analisi dels limfocits Th17 en base a I’expressié de CD4, CCR7, CCR4 i
CCR6. B) Control FMO per a CCR7. C) Control de positivitat per a CCR4vsCCR6 a partir de

limfocits CD4 com a poblacid interna de referéncia.
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Figura 16. A) Estratégia d’analisi dels limfocits Treg. B) Control de positivitat per a
CD45R0OvsCCR4 a partir de limfocits CD4 com a poblacid interna de referéncia. C)
Control de positivitat per a CD45RO vs HLA-DR a partir de limfocits CD4* com a

poblacié interna de referencia.
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5.4.4. Analisi de subpoblacions de limfocits B transicionals, plasmablasts i
limfocits Breg

A I'hora d’analitzar els limfocits B es van seleccionar els limfocits totals i
d’aquests els que eren CD19". Dintre d’aquesta poblacié es van seleccionar els
CD27, i d’aquests es van obtenir els valors de limfocits B transicionals
(CD24'CcD38") i en funcid de la intensitat de positivitat es van diferenciar les
subpoblacions de limfocits B transicionals T1 i T2. A partir dels limfocits CD19"
també es van analitzar els limfocits Breg que es van definir com a

CD19*CD24"CD27" i els plasmablasts CD19*CD27"cD38".

5.4.5. Analisi de subpoblacions de limfocits B naive i memoria

Els estadis de maduracid dels limfocits B es van analitzar en base a I'expressié en
superficie de CD19 i dintre d’aquests es van analitzar en funcié de I'expressio de
CD27 (que diferencia els LB naive, dels memoria), IgD i IgM (per diferenciar els

gue han fet canvi de classe dels que no).

5.5. ANALISI ESTADISTIC

Els resultats obtinguts en les diferents subpoblacions s’han comparat
mitjangant un test t de student considerant significatives les diferencies p<0.05
utilitzant el paquet estadistic SPSS 18.0 i se’ls ha aplicat la correccié de

Bonferroni per a comparacions multiples.
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Figura 17. A) Estrategia d’analisi dels limfocits B transicionals, plasmablasts i Breg. B)
Control de positivitat per a CD27 vs CD24 a partir de la poblacié de limfocits com a

poblacid interna de referéncia
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Figura 18. A) Estrategia d’analisi dels estadis de maduracié dels limfocits B. B) Control
de positivitat per a CD19 vs CD21 a partir de la poblacié de limfocits CD3+ com a

poblacié interna de referéncia
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Resultats

Els resultats d’aquest treball es presenten com un compendi de dos manuscrits
publicats i un tercer actualment en revisi6 que tracten de Ia
immunomonitoritzacié de subpoblacions limfocitaries minoritaries per a la
seva valoracié com a potencials biomarcadors tant en el diagnostic i pronostic
de malalties autoimmunitaries com en el seguiment de terapiques
immunomoduladores. A continuacié es detalla un resum d’aquestes

publicacions:

6.1. CAPITOL 1: Distinct Pattern of Peripheral Lymphocyte Subpopulations in
Graves’ Disease Patients with Persistency of Anti-TSHR Autoantibodies

Teniente-Serra A, Soldevila B, Quirant-Sanchez B, Fernandez MA, Ester Condins A,
Puig-Domingo M, Pujol-Borrell R, Martinez-Caceres EM. (submitted)

La malaltia de Graves-Basedow és wuna malaltia autoimmunitaria
organoespecifica mediada per anticossos (Ac contra el receptor de la TSH). En
aquest treball es van analitzar mostres de sang periferica de pacients amb
Graves-Basedow clinicament estables amb |'objectiu d’identificar patré de
subpoblacions limfocitaries que diferencia els pacients qué els Ac contra el
receptor de la TSH persistien d’aquells pacients en qué ja no es detectaven
aquests Ac i de donants sans.

Els resultats obtinguts en aquest treball indiguen que en els pacients
clinicament estables en els que es manté la preséncia d’Ac contra el receptor
de la TSH existeix una perpetuacié de la resposta autoimmunitaria periféerica
en la que es troben involucrades els limfocits T CD8+ i T reguladors. En canvi,

en aquest estadi de la malaltia, no hi ha un increment de la sortida timica.
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ABSTRACT

Background: Graves’ disease (GD) is characterized by the production of
autoantibodies against the TSHR (TRAbs). With long term treatment serum
concentrations of TRAbs declines but in some patients, despite being clinically

stable, TRAbs persist for many years.

Objective: To investigate whether GD patients with persistence of TRAbs
constitute a subset of patients that could be identified by the extensive
phenotypic analysis of circulating lymphocytes this suggesting disease

heterogeneity.

Material and methods: Extensive lymphocyte subpopulations flowcytometric

analysis of peripheral whole blood in a cross sectional observational study,
including naive, memory and effector T and B cells, Th17, regulatory T cells
(Treg), recent thymic emigrants (RTEs) and double positive CD4°CD8" (DP) T
cells, was analysed in 25 clinically stable GD patients and 40 healthy donors

(HD).

Results: GD patients with persistence of TRAbs showed a lower percentage of
Treg and lower absolute numbers of central and effector memory CD8" T cells.
No differences in RTEs were found in peripheral blood from GD patients
compared to HD but stable GD patients had higher percentage of DP cells of

effector phenotype.

Conclusions: Using extensive phenotypic analysis of lymphocyte
subpopulations it is possible to detect changes that help to identify patients
with persistent TSHR antibodies and may contribute to understand why

immune response is maintained in them.
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INTRODUCTION

Graves’ disease (GD) is one of the most common organ-specific autoimmune
disorder - In its typical presentation main features are thyrotoxicosis, goiter
and ophthalmopathy (1). Its etiology remains unclear and appears to be

multifactorial (1-3).

Peripheral blood lymphocytes constitute only the 5% of the total lymphocyte
population but because they are in continuous exchange with the lymphoid
organs, it is assumed that they reflect their activity. In autoimmune diseases
there is continuous activation on the immune response that is reflected in
changes in the subsets of circulating lymphocytes, but they are not always easy
to detect. In the case of GD, many studies have been conducted over the years
but interference by the increased levels of the thyroid hormones and lack of
standardization of the protocols has precluded reaching consistent results. (4-

6)

In the last decade several efforts have been made to better define the subsets
of lymphocytes using lineage, activation, homing and effector markers, this
leading to improved phenotyping protocols that take advantage of
polychromatic flowcytometers (7). We have recently participated in one
attempt to normalize and improve the reproducibility of lymphocyte subset
measurement.(8) Inspired by this type of protocols and trying to answer
questions raised in previous projects we have investigated phenotypical
changes in the circulating lymphocytes of Graves’ patients in relation with
TSHR Antibodies (TRAb) levels and clinical variables. In particular, we have also
tried to elucidate whether there is an increase in recent thymic emigrants

(RTES) as previous results suggested (9).

94



Resultats

MATERIALS AND METHODS

Patients and healthy controls

Patients with GD were recruited from the outpatient clinic of the Division of
Endocrinology of the Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona,
Spain). Twenty-five patients with GD (22 female, 3 male; age range 21-76
years) were included in the study. Diagnosis of GD was based on clinical
symptoms, thyroid function tests and presence of TRAb. Serum TSH, FT4 and
TT3 (Modular Analytics E-170; Roche Diagnostics, Indianapolis, USA), TgAb and
TPOAb (LIAISON® Diasorin S.p.A., Italy) and TRAb (IASONTRAb® e.3™; IASON
GmbH, Graz) were measured. All patients were clinically stable at the time of
the study. Clinical stabilization was defined as maintained normal thyroid
function after discontinuation of treatment. Seven patients were treated by

h *!1 administration and 8 with antithyroidal drugs, but

thyroidectomy, 10 wit
none had received treatment for at least 4 months (average = 27.85 + 16.04
months) prior to the time of study. The clinical data are shown in Table 1.
Blood samples of 40 healthy blood donors (HD) (17 female, 23 male; age range
23-64 years) from the blood bank of Catalonia (Banc de Sang i Texits, BST)
were used as controls. Cord blood samples (n=10) were also from BST and
thymic samples (n=3) were obtained with informed parental consent from
paedriatic patients undergoing corrective cardiac surgery. The Institutional

Ethics Committee approved the study and written informed consent was

obtained from all patients and controls.

Cell sources, preparation and surface staining

One hundred pl of peripheral blood were incubated with appropriate amounts

of monoclonal antibodies. Erythrocytes were removed using lysis buffer (BD
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FACS™ Lysing Solution, Beckton Dickinson (BD) Biosciences, San José, CA,
USA). Samples were then washed and resuspended in PBS. To calculate the
absolute number of lymphocyte subpopulations, 25 pl of the same samples
were incubated with CD45-PerCP (BD Biosciences; 2D1) and analysed in
parallel in a lyse-no wash protocol. Erythrocytes were removed by lysis buffer
(BD Biosciences) and 25 pl of Perfect-Count Microspheres™ (Cytognos SL,
Salamanca, Spain) were added. Surface staining of cord blood samples

followed the same protocol as for peripheral blood.

Disperse preparation of thymocytes was obtained by finely mincing fresh
thymus fragments, removing large aggregates and collecting the supernant.
This cell suspension was filtered through a 70 um cell strainer and the filtrate
containing thymocytes was washed. 10° cells were incubated with monoclonal

antibodies. Samples were then washed and resuspended in PBS.

Lymphocyte subpopulations were defined using the markers specified in Table
2 using several combinations of the following monoclonal antibodies anti-:
CD3-AmCyan (SK7), CD4-V450 (RPA-T4), CCR6 (CD196)-phycoerythrin (PE;
11A9), CCR4 (CD194)-AlexaFluor 647 (1G1), CD4- allophycocyanin (APC)-H7
(SK3), CD8-V450 (RPA-T8), CD45RA-fluorescein isothiocyanate (FITC; L48),
CCR7 (CD197)-PE-Cy7 (3D12), CD27 PerCP-Cy5.5 (M-T271), CD31-AlexaFluor
647 (M89D3), CD3-V450 (UCHT1), CCR4-PE-Cy7 (1G1), CD45RO-APC-H7
(UCHL1), CD45 FITC (2D1), CD4 PerCp-Cy5.5 (RPA-T4), CD25-PE (M-A251),
CD127-AF647 (HIL-7R-M21), HLADR-V500 (G46-6), CD19-PerCP-Cy5.5 (SJ25C1),
CD27-APC (L128), CD24-FITC (ML5), CD38-PE (HIT2),CD19 V500 (HIB19), CD21
PE (B-ly4), 1gD-FITC (1A6-2) all from BD Biosciences and PTK7-PE (188B; Milteny

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

A total of 100,000 lymphocytes (or thymocytes) were acquired in a

multiparameter flow cytometer (FACSCanto II; BD Biosciences) and analyzed
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using FACSDiva software (BD Biosciences). The desired lymphocyte
subpopulations were gated using doublet discrimination and forward and side
scatter, and their relative percentages were determined. The gating strategy
for T-cell subsets in peripheral blood is shown in Figure 1. Fluorescence minus
one (FMO) controls were used to define gating boundaries for CCR7 expression
in the Th17 subpopulation and PTK7 expression in the RTEs subpopulation.
Blood was analysed in the first 4 hours after venipucture, with viability of the

cells in all cases >99%.

Statistical analysis

Differences between groups were tested by one-way ANOVA with Bonferroni’s
correction for multiple comparisons. Results were expressed as medians
(interquartile range). P <0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses were performed using the Statistical Package for Social Sciences
(SPSS/Windows version 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and GraphPad Prism
(5.0 version; GraphPad, La Jolla; CA, USA).

RESULTS

TRAb+ GD patients show lower levels of Treg and effector memory CD8 T cells

in peripheral blood

Since in GD patients there is a progressive lymphocytic infiltration of the
thyroid gland we performed an exhaustive analysis of lymphocyte
subpopulations including naive, central memory, effector memory and effector
T cells in peripheral blood in search of minor changes that may reflect

intrathyroidal populations.
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GD patients with TRAb+ had lower absolute count of central memory CD8" T
cells and lower percentage and absolute count of early effector memory CD8"
T cells compared to HD (Figure 2; supplementary table 1). GD patients with
TRAb+ also had lower percentage of Treg cells than HD in peripheral blood
(TRAb+ GD: 2.80 (2.10 — 3.80) %, TRAb- GD: 3.85 (2.25 — 5.08) % and HD: 4.85
(3.40 — 5.98) %; TRAb+ GD vs HD: p=0.028 and TRAb- GD vs HD: p=ns; Figure
3A).  Furthermore, the percentage of activated Treg cells
(CD3'CD4'CD127"°"CD25'CCR4A*CD45ROHLA-DRY) was lower in GD patients
with TRAb+ than in HD (TRAb+ GD: 1.20 (0.80 — 1.60) %, TRAb- GD: 1.40 (0.80 —
2.05) % and HD: 1.95 (1.25 — 2.78) %; TRAb+ GD vs HD: p=0.034 and TRAb- GD

vs HD: p=ns; Figure 3B).

No differences were found in all the other lymphocyte subsets analyzed (data

not shown).

PTK7 expression in peripheral blood is similar between HD and GD patients

In order to investigate whether there is an increase in recent thymic emigrants
(RTEs) in GD we have measured the expression of PTK7 in selected populations
of GDs peripheral blood lymphocytes as this kinase has been described as a
surface marker in human CD4" CD31" RTEs(10). The expression pattern was
also analyzed in thymocytes, cord blood and peripheral blood lymphocytes of
HD as reference populations in which the expression pattern is well

established.

As expected, more than 80% of thymocytes were PTK7" [double positive: 94.30
(85.00 — 96.40) %, double negative: 83.60 (82.30 — 88.60) %, single positive
CD4+: 80.10 (55.20 — 88.40) % and single positive CD8+ thymocytes: 92.10
(82.90 — 95.50) %; n=3]. In cord blood samples (n=10), naive CD4" T cells
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(CD45RA*CCR7°CD27") were 94.40 (91.30 — 96.55) % of the CD4" T cells, and
from those, 23.10 (19.65 — 44.05) % were CD31'PTK7". In peripheral blood
from HD, a 31.35 (26.27 — 40.20) % of CD4" T cells were naive, and from those
2.8 (2.1 — 4.3) % were CD31*PTK7" (RTEs). No differences were observed in
PTK7 expression in peripheral blood of GD patients compared to HD. Further
analysis of patients in relation to the presence of TSAb confirmed these results
(TSAb +: 3.45 (2.7 — 3.8) % and 9 (6-16) cells/ul; TSAb - : 3.5 (2.9 — 4.35) % and
9 (5-14) cells/ul; HD: 2.8 (2.1 — 4.3) % and 7 (5-15) cells/ul; p=ns).

Double positive (CD4*CD8’) T cells in GD are not naive

In our previous work (9) we found a small but significant expansion of double
positive T cells in GD peripheral blood lymphocytes, but we could not establish
whether they were RTEs or revertants. In this study we confirmed the previous
results as we found that GD patients had higher percentage of DP cells than HD
(1.3 [0.75 - 2.05] vs 0.8 [0.4-1.1] %; p=0.0009). However, only 9.45 (7.53 — 17)
% of these DP cells had a naive phenotype (CD45RA'CCR7'CD27%) and this
proportion was similar to HD (11.08 (6.7 — 18) %, p=ns). In fact, GD patients
had a higher percentage of DP cells with an effector phenotype
(CD3'CD4'CD8'CD45RA'CCR7'CD27°) compared to HD [TRAb+ GD: 16.00 (8.68 —
30.18)%, TRAb- GD: 16.45 (11.63-35.90) and HD: 6.2 (4.40-10.53)%; TRAb+ GD
vs HD: p=0.072 and TRAb- GD vs HD: p=0.006; (Figure 4D and F)]. These results
support that DP cells increased in GD patients are not RTEs but revertant single

positive T cells.
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DISCUSSION

By using a small but very well characterized group of GD patients and by
applying extensive standardized phenotypic analysis on whole blood instead of
PBMC we believe it is possible to obtain relevant results in autoimmune
disease patients an overcome the inconsistent results obtained in past studies.
This study demonstrates that in fact it is possible to identify small but probably
physiopathologically significant, changes in lymphocyte subpopulations in GD

patients.

Treatment of GD patients usually leads to a decline in TRAb levels but there is
a subgroup of patients that in spite of being clinically stable present detectable
TRAb in serum. One of the aims of the present study was to investigate
whether these patients showed differences in circulating lymphocytes
subpopulations that may help to understand why the humoral response is

maintained.

CD8" T cells has been previously analyzed in GD (2, 11-13) showing a reduction
in periphery and clear presence of CD8" T cells in the intrathyroidal infiltrates
(2, 11-12) with a memory phenotype (CD45R0") (9). In addition, a negative
correlation between TRAb and CD8" T cells in peripheral blood had been
described (2). In the present study, we found that GD patients with persistence
of TRAb have reduction of central and early effector memory CD8" T cells,
plausibly because these cells migrate to the thyroid gland. In the same line,
lymphocytic infiltration of the thyroid gland has been related to

autoantibodies production (12, 14).

The reduction in CD8 effector lymphocyte subpopulations observed in our
study supports the role of peripheral lymphocyte in the chronic persistent

immune response of GD patients. An involvement of memory and effector
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peripheral T cells has been described in the pathogenesis of autoimmune
diseases such as multiple sclerosis and type 1 diabetes mellitus(15-19). The
involvement of peripheral blood lymphocytes in thyroid autoimmunity is
further suggested by the striking high percentage of patients treated with
alemtuzumab, a monoclonal antibody anti-CD52, that develop thyroid
autoimmunity including GD % As this monoclonal induces a almost complete
depletion of peripheral lymphocytes, the repertoire is replenished from the
residual peripheral cells by a forced homeostatic proliferation, which in this
circumstances favors the expansion of thyroid specific T cells perhaps from the

thyroid gland itself. (20)

Our previous finding of an expansion of DP T lymphocytes (9) suggested an
increased efflux of immature thymocytes to the periphery which did fit well
with the increase in TRECS and of CD45RA+ in circulating lymphocytes also
detected in that work but required further analysis. In the present report we
found that these DP T cells are indeed expanded but they show an effector
phenotype (CD4'CD8'CD45RA'CCR7'CD27’) and therefore probably result from
the expansion in periphery of mature cells that re-express either CD4 or CD8 as
reported by several authors (21-23).We analyzed also whether there was an
increased thymic output or a peripheral homeostatic lymphocyte proliferation.
By using a recently identified biomarker for RTEs (PTK7) ** we could not detect
differences in the percentage of RTEs (CD4'CD45RA'CCR7'CD27'CD31'PTK7")
in the peripheral blood of clinically stable GD patients. These results do not
contradict however our original finding of an influx into the thyroid of T cells
recently egressed from the thymus as demonstrated as assessed by TREC
levels but it does contradict the findings in periphery. We are dealing here
however with a different group of patients with a longer mean duration of the

disease and this may explain the difference.
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A reduction of Tregs in peripheral blood of GD patients has already been
reported (24-25), but are in conflict with other studies that failed to confirm
any differences (6, 26-28) (6, 26-28). One potential reason for this discrepancy
may be the differences with respect to the markers used to define Tregs in the
different studies. Although a better characterization of Treg cells in GD is still
needed, most studies point to an impairment in Treg percentages and/or

function in this disease (25, 29).

Altogether the results of the present study suggest that in GD patients with
TRAb, despite being clinically stable, there is a maintained autoimmune
response, in which memory CD8" T cells probably infiltrating the thyroid gland
contribute to the persistence of thyroditis and TRAb production. In contrast,
unlike what it has been described in early phases of the disease, in this stage

there is not an involvement of RTEs.
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Table 1. Characteristics of Graves’ Disease patients

Definitive post-
Code Gender Age TRAD (IU/ml, Graves’ Treatment treatmeflt
(years) nr: 0-0.7) Ophthalmopathy hypotyroidism
GDO1 F 39 0 No antithyroidal drugs No
GDO02 M 56 0 No Thyroidectomy Yes
GDO03 F 62 0.2 No Thyroidectomy Yes
GD04 F 51 2.01 No | No
GDO05 F 34 0 Yes antithyroidal drugs No
GDO06 F 30 2.42 No Thyroidectomy Yes
GDO07 F 30 0 No I Yes
GDO08 F 57 0 No antithyroidal drugs No
GD09 F 52 1.63 No | Yes
GD10 F 35 1.17 No Thyroidectomy Yes
GD11 F 68 0.35 Yes antithyroidal drugs No
GD12 M 35 0 No antithyroidal drugs No
GD13 F 21 28.26 No I No
GD14 F 43 1.77 No I No
GDI5 F 26 1.23 No I Yes
GD16 F 46 0.16 No Thyroidectomy No
GD17 F 56 1.45 No antithyroidal drugs No
GD18 F 28 0.46 No Thyroidectomy No
GD19 F 50 0 No antithyroidal drugs No
GD20 F 54 0 No antithyroidal drugs No
GD21 F 43 1.26 No I No
GD22 M 51 4.66 No Thyroidectomy Yes
GD23 F 61 0.35 No I No
GD24 F 60 15.88 No I Yes
GD25 F 76 2.57 No ' Yes

F: female, M: male, nr: normal range, TRAb: TSH receptor antibodies
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Table 2. Lymphocyte subpopulations and phenotype analyzed

Lymphocyte subpopulation

Phenotype

T cells subsets

Recent thymic emigrants

CD3"CD4'CD27"CCR7'CD45RA*CD31*PTK7*

Naive

CD3*'CD4"CD27*CCR7*CD45RA"

CD3*CD8"'CD27"CCR7*CD45RA"

Central memory (Tcym)

CD3*CD4"'CD27"CCR7*CD45RA-

CD3*CD8"'CD27"CCR7'CD45RA-

Early effector memory (Teary Emy

CD3*CD4"CD27"CCR7-CD45RA-

CD3"CD8'CD27"CCR7-CD45RA-

Late effector memory (Tiye gm)

CD3*CD4"CD27-CCR7-CD45RA-

CD3*CD8"'CD27-CCR7-CD45RA-

Terminally differenciated effector cells

(TEMRA)

CD3*CD4"CD27-CCR7-CD45RA"

CD3*CD8"'CD27-CCR7-CD45RA"

DP lymphocytes (CD4"CD8")

CD3"CD4"CD8*CD27°CCR7'CD45RA"
CD3"CD4"CD8*CD27*CCR7'CD45RA-
CD3*CD4"'CD8*CD27'CCR7-CD45RA-
CD3*CD4'CD8*CD27-CCR7-CD45RA-

CD3'CD4'CD8*CD27-CCR7-CD45RA"

Th17

CD4"'CCR7-CCR4"CCR6"

Tregs
Activated Tregs
B cells subsets

CD4"CD1271owCD25*CCR4*CD45RO*
CD4'CD127lowCD25*CCR4*CD45RO"HLADR"

Naive CD19*CD27-IgD*
Unswitched memory CD19°CD27'IgD*
Switched memory CD19*CD27"1gD-

Transitional B cells

CD19*CD24hiCD38hiCD27-

Bregs

CD19"CD24hiCD27*
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Figure 1. Gating strategy of flow cytometric analysis of CD4" T cell
subpopulations. A representative analysis of RTES
(CD3'CD4*CD45RA'CCR7CD27'CD31'PTK7"), naive

(CD3'CD4*CD45RA'CCR7'CD27%), CM (CD3*CD4*CD45RA CCR7'CD27"), early EM
(CD3*CD4'CD45RA CCR7 CD27"), late EM (CD3*CD4*CD45RA CCR7 CD27),
TEMRA (CD3*CD4*CD45RA'CCR7'CD27) in CD4* T cells is shown.

CM= central memory; EM=effector memory; TEMRA=terminally differentiated
effector.
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Figure 2. CD8+ early EM cells in GD patients and HD. Percentage (A) and
absolute counts (B) of CD8 CM (CD3'CD4'CD45RA CCR7 CD27") and percentage
(C) and absolute counts (D) of CD8 early EM (CD3*CD4"CD45RA CCR7 CD27%)
cells in peripheral blood of HD and GD. HD=healthy donors; GD= Graves’
disease; TRAb= TSHR antibodies CM= central memory; EM=effector memory.
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Figure 3. Treg cells in GD patients and HD. Percentage of Treg
(CD4*CD25"CcD1277°"CD45RO*CCR4Y) cells (A) and activated
(CD4*CD25"CcD1277°CD45RO*CCRAHLA-DR?) cells (B) in peripheral blood of
HD and GD. HD=healthy donors; GD= Graves’ disease; TRAb= TSHR antibodies.
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Figure 4. Characterization of double positive cells from thymus, cord blood
and peripheral blood. Expression of CD31 and PTK7 in DP (CD3*CD4'CD8")
thymocytes (A) and cord blood (B), DP CD45RA'CCR7°CD27" cells in cord blood
(C) and DP CD45RA'CCR7 CD27 cells in peripheral blood of GD patients (D).
Percentage of double positive (CD4°CD8") T cells (E) and
CD4'CD8'CD45RA'CCR7'CD27" cells (F) in peripheral blood of HD and GD.
HD=healthy donors; GD= Graves’ disease; TRAb= TSHR antibodies
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Supplementary table 1. Changes in lymphocyte subpopulations in peripheral blood of

healthy controls vs TSAb- Graves’ disease patients and healthy controls vs TSAb+
Graves’ disease patients

% healthy controls

% TSAb- GD
patients

% TSAb+ GD
patients

CD3+ lymphocytes
CD4+ lymphocytes
CD4 naive

CD4 central memory

CD4 early EM

CD4 late EM

CD4 TEMRA

RTE

Th17

Tregs

Tregs HLA-DR+
CD8+ lymphocytes

CD8 naive

CD8 central memory

CD8 early EM

CD8 late EM

CD8 TEMRA
CD4+CD8+ (DPs)

CD3+CD4+CD8+CD27+CCR7+CDA45RA+
CD3+CD4+CD8+CD27+CCR7+CDA45RA-
CD3+CD4+CD8+CD27+CCR7-CD45RA-
CD3+CD4+CD8+CD27-CCR7-CDA5RA-
CD3+CD4+CD8+CD27-CCR7-CD4A5RA+

CD19+ cells

Transitional B cells

Naive

Unswitched memory

Switched memory
Bregs

72.5 (66.1-76.9)
63.3 (59.5-68.9)
31.35 (26.27-40.20)
30.32 (24.48-33.26)
21.28 (17.61-28.93)
7.75 (4.85-10.39)
0.76 (0.12-2.25)
2.8(2.1-4.3)

4.5 (3.44-6.79)
4.85 (3.4-5.98)
1.95 (1.25-2.78)
28.8 (25.5-34.3)
26.35 (18.82-41.6)
8.59 (4.23-12.52)
28.9 (21.3-31.93)
8.3 (5.6-10.99)
15.72 (5.97-21.96)
0.8 (0.4-1.1)

9.7 (1.5-16.2)
21(7.7-29.4)
29.28 (14.7-40.8)
1.97 80.2-6.1)
6.2 (4.4-10.53)
8.22 (6.05-10.78)
8.52 (5.61-10.75)
65.25 (50.43-76.35)
8.4 (4.28-14.47)
17.6 (10.3-27.13)
29.7 (21.9-36.33)

72.35 (63.35-77.5)
65.7 (61.88-72.18)
33.35 (28.45-40.43)
27.55 (22.55-31.13)
22.3(17.23-27.55)
5.6 (3.23-7.28)
0.1(0.03-1.83)
3.5(2.9-4.35)
4.15(3.15-5.3)
3.85 (2.25-5.08)
1.4 (0.8-2.05)
29.15 (23.98-32.45)
29.3 (19.83-44.48)
8.8 (6.13-11.73)
27.25 (14.48-31.48)
6.3 (3.33-8.43)
8.8 (4.05-37-05)
1.4 (0.88-2.7)
8.95 (4.2-14.93)
15.4 (9.13-24.33)
39.35 (14.98-48.7)
5.6 (1.53-11.93)
16.45 (11.63-35.9)
9.25 (7.68-10.28)
7.65 (4.45-9.9)
66.8 (52.98-70.08)
11.3 (8.15-18.98)
18 (10.95-23.68)
17.9 (12.75-25.1)

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
p<0.01
ns
ns
ns
ns
p<0.01
ns
ns
ns
ns
ns
ns

72.7 (64.95-75.5)
67.4 (65.4-71.9)
41.7 (31-46.93)

27.85 (22.5-31.48)

17.9 (14.83-25.58)

5.35(3.1-8.23)
0.1(0-0-43)
3.45(2.7-3.8)
4.6(3.2-5.3)
2.8(2.1-3.8)
1.2 (0.8-1.6)

27.1(24.2-31.7)

39.2 (13.68-60.95)

5.45 (4.15-9.2)

16.2 (11.48-19.7)
5.15 (2.95-9.88)

16.05 (2.08-28.9)

1.3(0.7-1.8)

9.95 (8.03-31.18)

17.15 (13.53)
32.25(21.7-37.85)
2.7 (0.75-6.83)
16 (8.68-30.18)
9.2 (5.5-14.05)
5.8(2.5-11.1)

62.3 (58.3-68.1)

13.3 (9-19.4)
17.5(9.4-21.9)

25.2 (18.15-31.9)

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
p<0.05
p<0.05
ns
ns
ns
p<0.05
ns
ns
p<0.01
ns
ns
ns
ns
p<0.05
ns
ns
ns
ns
ns
ns
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6.2. CAPITOL 2: Multiparametric Flow Cytometric Analysis of Whole Blood
Reveals Changes in Minor Lymphocyte Subpopulations of Multiple
Sclerosis Patients

Teniente-Serra A, Grau-Lépez L, Mansilla MJ, Ferndndez-Sanmartin M, Ester Condins A,

Ramo-Tello C, Martinez-Caceres E. Autoimmunity. 2016 Jun;49(4):219-28.

En aquest estudi es va realitzar I'analisis de subpoblacions limfocitaries

minoritaries en 66 pacients amb EM: 23 EMRR que no rebien tractament, 16

EMRR en tractament amb IFN-B, 11 EMRR en tractament amb natalizumab i 16

pacients amb formes progressives (8 EMPP i 8 EMSP) i en 40 controls sans.

Els resultats obtinguts en aquest treball ens van permetre detectar canvis en
pacients amb EMRR sense tractaments i amb formes progressives en
comparacié amb el grup de controls sans. A més, es va posar en evidéncia que
els tractaments immunomoduladors en pacients EMRR generen canvis en les
subpoblacions limfocitaries minoritaries que es poden detectar en sang
periférica mitjangant un analisi multiparamétric per citometria de flux, siguent

potencials biomarcadors per a laimmunomonitoritzacié d’aquestes terapies.
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ORIGINAL ARTICLE

Multiparametric flow cytometric analysis of whole blood reveals
changes in minor lymphocyte subpopulations of multiple
sclerosis patients

Aina Teniente-Serra'?, Laia Grau-Lopez®, M José Mansilla'?, Marco Fernandez-Sanmartin®, Anna Ester Condins®,
Cristina Ramo-Tello®, and Eva Martinez-Caceres'~

"Immunology Division, Germans Trias i Pujol University Hospital and Research Institute (IGTP), Campus Can Ruti, Badalona, Barcelona,
2Department of Cell Biology, Physiology and Immunology, Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Barcelona, *Multiple Sclerosis Unit,
Department of Neurosciences. Germans Trias i Pujol University Hospital, Badalona, Barcelona, and *Flow Cytometry Facility, Germans Trias i Pujol
Research Institute (IGTP), Campus Can Ruti, Badalona, Barcelona, and *Blood and Tissue Bank (BST), Barcelona, Spain

Abstract Keywords

Objective: The objective of this study is to characterise the functionally relevant minor Immunomonitoring, interferon-B, lymphocyte
lymphocyte subpopulations in whole blood of multiple sclerosis (MS) patients and their subpopulations, multiple sclerosis,
potential utility as biomarkers for treatment follow up. Material and methods: Peripheral blood natalizumab

from 40 healthy donors (HD) and 66 MS patients [23 relapsing-remitting (RRMS) without
treatment, 27 RRMS undergoing treatment (16 IFN-B, 11 natalizumab), and 16 progressive History
forms (eight secondary progressive and eight primary progressive)] was analysed by .

multiparametric flow cytometry. Results: Untreated MS patients showed a decrease in early ~Received 10 March 2015

effector memory (CD45RA"CCR7-CD27%) CD4* and CD8* T cells and an increase in Th17 ~ Revised 22 November 2015
lymphocytes in peripheral blood compared with HD. Regarding the effect of treatment, Accepted 28 December 2015
whereas no differences in relative percentages of cellular subpopulations were observed in Published online 29 January 2016
patients under IFN-p treatment, those under treatment with natalizumab had an increased

percentage of early effector memory CD4* (CD45RA-CCR7~CD27%), central memory CD8*

(CD45RA~CCR7*CD27%) T cells, recent thymic emigrants (CD4* CD45RA*CCR7*CD27*

CD31*PTK7*) and transitional B cells (CD19*CD27 CD24"CD38").  Conclusions:

Multiparametric flow cytometry analysis of whole blood is a robust, reproducible, and sensitive

technology to monitor the effect of MS treatments even in minor lymphocyte subpopulations

that might represent useful biomarkers of treatment response.

Introduction CD45RATCCR77CD27". The lymph node homing receptor
CCR7 is useful to differentiate ‘‘central memory’” T cells
(CD45RACCR7*CD27%) and ‘‘effector memory”’ (EM) T
cells which can be in turn subdivided according to the
expression of CD27 in ‘‘early EM’’ (CD45RACCR7™
CD27%) and ‘‘late EM”’ (CD45RA CCR7CD277) T cells.
In addition, a terminally differentiated subset (TEMRA) that
expresses CD45RA  can be defined (CD45RA™
CCR7CD277) [1,4-6]. On the other hand, the expression
of CCR7, CCR4, and CCR6 defines Thl7 cells
(CD4*CCR7 CCR6"CCR4%) [1]. Transitional B cells,
which are immature B cells expressing high levels of CD24
and CD38 [2] have been related to autoimmune responses in
other autoimmune diseases [7]. The relative expression of
Correspondence: Eva M. Martinez-Céaceres, Immunology CD24 and CD38 made it possible to differentiate T1

Division, Germans Trias i Pujol University Hospital, Institut Recerca transitional B cells (those more immature) and T2 transitional
Germans Trias i Pujol, 2nd floor, Carretera del Canyet s/n, Cami de les B cells [7].

Escoles s/n, 08916 Badalona, Barcelona, Spain. Tel: +34934978666. . . . . .
Fax: +434934978668. E-mail: emmartinez.germanstrias@ gencat.cat; Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory

evmcaceres @gmail.com demyelinating autoimmune disease of the CNS characterised

Recent advances in the development of multiparametric flow
cytometry have made possible an exhaustive and detailed
characterisation of lymphocyte subsets in whole blood or
isolated peripheral blood mononuclear cells of healthy donors
(HD) and patients [1-3] and has been shown as a powerful
tool for immunomonitoring of treatments’ response.

When naive T cells contact with an antigen, they go
through a developmental pathway that results in several
differentiation stages that can be identified phenotipically
based on the expression of CD45RA, CCR7, and CD27
surface markers. Naive T cells can be identified as
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by an infiltration of T lymphocytes, B lymphocytes, macro-
phages, demyelination, and axonal damage [8].

The existing evidences on the induction and perpetuation
of the disease point to an important role of autoreactive CD4*
T cells [9]. Studies in the animal model of MS, experimental
autoimmune encephalomyelitis have shown that Thl, Thl7,
and other effector CD4™ T subpopulations have a role in the
pathogenesis of the disease [10]. These subpopulations are
increased in central nervous system (CNS) of patients with
MS, mainly in the cerebrospinal fluid (CSF) and perivascular
space [10,11]. Moreover, an increase in Thl7 cells in
peripheral blood of MS patients has widely been reported,
supporting their pathogenic role in the disease [12-15].

Besides CD4™ T cells subpopulations, CD8" T cells may
also play an important role. Oligoclonal expansions of
activated CD8" T cells have been found in CNS lesions of
MS patients, supporting their participation in CNS damage
[16,17] although results are still contradictory [18,19].

In recent years, some authors focussed in the involvement
of B lymphocytes in the pathogenesis of MS, not only through
the production of antibodies but also how these cells
contribute to the induction, maintenance, and reactivation of
CD4* T cells, whether acting as antigen-presenting cells or by
cytokine production [20], although a full characterisation of
B cell subpopulations in peripheral blood of MS patients is
still lacking.

Current treatments approved for MS based on immuno-
modulation attempt to inhibit the proliferation of T cells, as
interferon-beta (IFN-f), or act by preventing effector lympho-
cytes from reaching the CNS as natalizumab or fingolimod.
Interferons are naturally occurring cytokines with a wide
range of anti-inflammatory properties [21]. In contrast,
natalizumab is a monoclonal antibody against CD49d (o4
subunit of o4 integrin) that prevents transmigration of
leukocytes across the blood brain barrier by blocking the
interaction between 41 integrin and vascular cell adhesion
molecule-1 [22]. The immunomodulatory effects of these
treatments on lymphocyte subpopulations, especially those
less represented in peripheral blood, have not clearly been
established.

Autoimmunity, Early Online: 1-10

In this study, a comparison of CD4* and CD8" T cells
including naive, central memory, effector memory, TEMRA,
Th17, and transitional B cells of untreated RRMS patients
versus HD has been performed and the effect of IFN- and
natalizumab treatment on these subpopulations analysed. A
decrease in early EM (CD45RACCR7 CD27") CD4* and
CDS8™ T cells and an increase in Th17 cells were observed in
untreated patients. Treatment with IFN-f induced a general
decrease in lymphocyte numbers, affecting mainly central
memory (CD45RA"CCR77CD27%) and early EM
(CD45RACCR7-CD27%) either CD4" or CDS8* T cells.
In contrast, treatment with natalizumab resulted in an
increase in early EM CD4" (CD45RA CCR7 CD27%)
and central memory CD8'" (CD45RA CCR7CD27%) T
cells. Furthermore, an increase in recent thymic emigrants
(RTEs), characterised as CD3*CD4"CD45RA*CCR7*
CD277CD31*PTK7", and transitional B cells (CD19%
CD27 CD24"CD38") was found in natalizumab-treated
patients, supporting the induction of a premature release of
immature T and B lymphocytes from primary lymphoid organs.

These results support the relevance of multiparametric
flow cytometry as a powerful tool for the diagnosis and
follow-up of the immunological status of MS patients
undergoing immunomodulatory therapies and highlight the
relevance of minor lymphocyte subpopulations in the patho-
genesis of the disease.

Materials and methods
Patients and HD

Patients with MS were recruited from the outpatient clinic of
the MS clinic of the Germans Trias i Pujol Universitary
Hospital (Badalona, Spain). Sixty-six patients who met the
2005 McDonald criteria [23] were enrolled in the study: 23
relapsing-remitting (RRMS) without treatment with disease
modifying drugs (DMD), 27 RRMS under DMD of which 16
were under treatment with IFN-B (Avonex, Biogen Idec,
Weston, MA; Betaferon, Bayer Healthcare, Wayne, NJ; Rebif,
EMD Serono, Rockland, MA) and 11 under treatment with
natalizumab (Tysabri, Biogen Idec) and 16 progressive MS

Table 1. Lymphocyte subpopulations and phenotype analysed.

Lymphocyte subpopulation

Phenotype

T cells stages

RTEs

Naive

Central memory
Early effector memory
Late effector memory

Terminally differenciated effector cells (TEMRA)

Double positive (DPs) lymphocytes (CD44+CD8+)

Th17 cells
Transitional B cells

CD3*CD4"CD27"CCR7*CD45RA*CD31"PTK7*
CD37CD4"CD27TCCR7TCD45RA™
CD3*CD8"CD27*CCR7"CD45RA™
CD3*"CD4"CD27"CCR7*CD45RA ™
CD3"CD8"CD27T"CCR7TCD45RA ™~
CD3*"CD4"CD27"CCR7 CD45RA~
CD3"CD8TCD27TCCR7 CD45RA ™
CD3*"CD4"CD27 CCR7 CD45RA™
CD3*CD8"CD27 CCR7 CD45RA™
CD3*CD4"CD27 CCR7 CD45RA™
CD3*CD8"CD27 CCR7 CD45RA*
CD3"CD4"CD8*CD27"CCR7TCD45RA™
CD3"CD4"CD8*CD27"CCR7TCD45RA ™
CD37CD4"CD8"CD27"CCR7 CD45RA ™
CD3*"CD4"CD8*CD27 CCR7 CD45RA™
CD37CD4"CD8"CD27 CCR7 CD45RA*
CD4*CCR7 CCR4*CCR6*
CD19*CD24MCD38MCD27~
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without treatment (eight primary progressive MS and eight
secondary progressive MS). The mean age was 41 + 6.7 years
and 71% (n = 47) of them were women. None of them had
received immunomodulatory treatments in the previous
3 months or corticosteroids in the previous month.

Blood samples of 40 HD from the Blood Bank of Catalonia
(Spain) were used as controls. Blood was analysed in the first
4h after venipucture with viability of the cells in all cases
>99%. The study was approved by the local Ethics Committee
and written informed consent was obtained from all MS
patients and HD.

Quantification of absolute cell numbers

For quantification of lymphocyte numbers, 25 pul of periph-
eral blood samples were incubated with CD45-PerCP

Qe

L COLCDRCOT

| i

Multiparametric flow cytometry in multiple sclerosis 3

(Beckton Dickinson (BD) Biosciences, San José, CA; 2D1)
for 15 min at room temperature and protected from the light.
Erythrocytes were removed using 450 ul lysis buffer (BD
FACS Lysing Solution, BD Biosciences). 25ul of
PerfectCount beads (Cytognos SL, Salamanca, Spain) were
added to each sample and acquired on an eight-colour
multiparameter  flow cytometer (FACSCantoll; BD
Biosciences). The number of total lymphocytes was expressed
in cells per pl.

Analysis of peripheral lymphocyte subsets

For analysis of cellular subpopulations, 100 pl of peripheral
blood samples were incubated with the appropriate amounts
of monoclonal antibodies detailed below for 20 min at room
temperature and protected from the light. After erythrocyte

.§.

Fad
a4

rr——
o w "
CONT ParCPOrsSA

Figure 1. Gating strategy of flow cytometric analysis of CD4 and CD8 T cell subpopulations. A representative analysis of RTEs
(CD37CD4"CD45RA*CCR7*CD27*CD317PTK7"), T naive (CD3*CD4"/CD8*CD45RATCCR77CD27%), TCM (CD3*CD4*/CD8*CD45RA
“CCR7'CD27%), T early EM (CD3"CD4*/CD8*CD45RA™CCR7 CD27%), T late EM (CD3*CD4"/CD8*CD45RA-CCR7 CD27"), TEMRA
(CD3*CD4"/CD8*CD45RATCCR7 CD277) in CD4 and CDS8 T cells is shown. CM, central memory; EM, effector memory; TEMRA, terminally

differentiated effector.
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Figure 2. Changes in lymphocyte subpopulations in untreated RRMS patients versus HD. Percentages (%) of CD4* early effector memory (EM) and
Th17 cells were measured by flow cytometry. Each dot represents the value of and individual patient or HD. Medians and interquartile range are shown.
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lysis, the samples were washed and a total of 100000
lymphocytes were acquired on a FACSCantoll flow cyt-

ometer (BD).
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11A9),

CCR6-phycoerythrin  (PE;

Lymphocyte subpopulations were defined using the mar-
kers specified in Table 1 using several combinations of the

following monoclonal antibodies anti-: CD3-AmCyan (SK7),

CD4-V450 (RPA-T4),

CCR4-AlexaFluor 647 (1G1), CD4-allophycocyanin (APC)-

H7 (SK3), CD8-V450 (RPA-TS8), CD45RA-fluorescein iso-

thiocyanate (FITC; L48), CCR7-PE-Cy7 (3D12), CD27
PerCP-Cy5.5 (M-T271), CD31-AlexaFluor 647 (M89D3),

(L128),
Bergisch Gladbach,

CD27-APC

CD24-FITC (MLS), CD38-PE (HIT2; BD Biosciences) and

PTK7-PE (188B;

(SJ25C1),

Milteny Biotec,
Germany) and analysed with FACSDiva software (BD

Biosciences). The desired lymphocyte subpopulations were

gated using doublet discrimination and forward and side

CD19-PerCP-Cy5.5

Fluorescence minus one controls were used to define
CCR?7 expression on Th17 subpopulation and PTK7 expres-

scatter, and their relative percentages were determined. The
sion on RTEs subpopulation.

gating strategy for T-cell subsets is shown in Figure 1.

Percentage and absolute counts (number of cells per pl)

were analysed for all subpopulations defined in Table 1.
Absolute counts were calculated as follows: (%subset/100) x

counts of main subpopulation.

medians (interquartile range). Two-tailed p values <0.05 were
considered statistically significant. All statistical analyses

Differences between two groups were tested using the non-
parametric Mann—Whitney test. Results were expressed as

Statistical analysis

were performed using the Statistical Package for Social
Sciences (SPSS/Windows version 15.0; SPSS Inc., Chicago,

IL) and the software program GraphPad Prism (5.0 version;

GraphPad, La Jolla, CA).
Decrease in effector memory cells in untreated MS

Results
patients

percentage of Th17 cells were found in peripheral blood of
untreated RRMS patients compared with HD (Figure 2). In
(CD8*CD45RACCR7 CD27%) were observed in RRMS

addition, lower numbers of early EM CD8" T cells
patients (Table 2).

A decrease in the percentage of early EM CD4" T cells
(CD4*CD45RA CCR7 CD27") and an increase in the

910¢ £Areniqa 10 £S:€7 e [el0S-qjuarua], eury| ‘[1reyisioatun) [eydsoy] £q papeojumo(

Regarding progressive MS patients, no differences were
found in any of the subpopulations studied when comparing

1kooydwA] ur se3uey) g A[qel

primary progressive MS (PPMS) patients and secondary
progressive (SPMS) patients (data not shown). For this

On comparing peripheral blood lymphocytes of ProgMS
patients with those of HD (Table 2), an increase in the

percentage of Th17 cells was found in ProgMS.
Furthermore, a decrease in absolute counts of early EM

reason, PPMS and SPMS patients were studied as a single
CD4" (CD4"CD45RA CCR7 CD27"), late EM CD4%

group (ProgMS patients).
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Figure 3. Changes in lymphocyte subpopulations in progressive MS patients (ProgMS) compared with HD. Absolute counts (cells/ul) of CD4" early
EM, CD4* late EM, CD8" naive, and CD8" early EM T cells were measured by flow cytometry. Each dot represents the value of and individual patient

or HD. Medians and interquartile range are shown.

(CD4*CD45RA"CCR7-CD277), naive CD8" (CD8"
CD45RA*CCR7*CD27") and early EM CD8* (CD8*
CD45RACCR7 CD27") T cells was found in ProgMS
patients (Figure 3).

Central and effector memory CD4* and CD8" T cells
are reduced in peripheral blood of patients
undergoing IFN-3 treatment

The main findings observed in patients undergoing IFN-3
treatment when compared with untreated RRMS
patients were lower numbers of central memory
(CD45RA"CCR77CD27%) and early EM (CD45RA™
CCR7 CD27%) subpopulations of both CD4* and CDS8*
T cells (Figure 4).

In contrast, an increase in the percentage of transitional
B cells in peripheral blood of patients under treatment with
IFN-f3 was observed (Table 3).

Increase in immature T- and B-cells and memory
T cells in peripheral blood of MS patients treated
with natalizumab

In patients under natalizumab treatment, besides an increase
in absolute counts in practically all lymphocyte subsets, an
increase in the percentage of early EM CD4" T cells
(CD4"CD45RA™CCR7 CD27") and central memory CD8"
T cells (CD8TCD45RA-CCR7*CD27") was also observed

compared with untreated patients (Figure 5a and b). In
contrast, percentages of  naive (CD4"CD45RA
*CCR7'CD27") and TEMRA CD4* T cells (CD4"
CD45RA*CCR7 CD27") were lower in patients under this
treatment (Table 3).

Interestingly, a higher percentage of RTEs, characterised
as CD3"CD4"CD45RA*CCR7"CD27"CD31*"PTK7* cells
(Figure 5c) and a higher ratio of T1/T2 transitional B cells
(Figure 5d-f), was found in RRMS patients treated with
natalizumab.

Discussion

MS is characterised by an autoimmune inflammatory
response that results in changes in lymphocyte subpopulations
in peripheral blood. These changes might be useful surrogate
markers for the evaluation of disease activity, progression,
and monitoring of therapy response.

T cell subpopulations can be divided into naive, central
memory, effector memory, and effector subsets according to
the expression of CD45RA, CCR7, and CD27 [1,2]. The
detailed analysis by multiparametric flow cytometry of these
minor lymphocyte subpopulations revealed changes not
reported previously.

In relation to the phenotype of CD8" subpopulations in
peripheral blood of MS patients, results are still under debate.
Whereas some authors report an increase in effector CD8™"
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Figure 4. Changes in lymphocyte subpopulations in RRMS patients under treatment with IFN- compared with RRMS patients without treatment and
with HD. Absolute counts (cells/ul) of CD4" central memory, CD4* early EM, CD8 central memory, CD8* early EM T cells were measured by flow
cytometry. Each dot represents the value of and individual patient. Medians and interquartile range are shown.

cells [18,24], other authors describe a decrease in effector
memory and TEMRA CDS8™ T cells [19]. Moreover, studies of
the cellularity of the CNS described enrichment in the number
of effector memory and TEMRA CD8* T cells in patients
with MS and others inflammatory neurological diseases
[25,26]. In these studies, the increase in central memory and
effector memory CD8™ T cells in peripheral blood and in CSF
have been related to active disease or early stages of disease.
In contrast to those published data, in this study, analysing in
untreated RRMS patients (who were less clinically active than
patients undergoing treatment) no changes in central memory
CD8" T cells or in the percentages of CD8" early EM were
found in peripheral blood. In contrast, a decrease in absolute
counts of CD8* early EM T cells was observed, which would
suggest that these cells have migrated to the CNS.

The increase in Th17 in the peripheral blood of RRMS
patients has widely been reported, and a pathogenic role of
these cells postulated [12-15,27]. Interestingly, this study
shows that this subpopulation did not decrease in those
patients undergoing treatment with IFN-f, suggesting that the
mechanism of action of IFN-f is not via a reduction of Th17
numbers as previously postulated by others [28]. One
potential reason for this discrepancy may be differences
between the studies with respect to the biomarkers used to
define Th17 cells.

In RRMS patients undergoing treatment with natalizumab,
no changes were observed in the percentage of Thl7 cells

whereas an increase in their absolute counts was found. This
increase, also found in most of the lymphocyte subpopulations
studied in this cohort, may be explained as a consequence of
natalizumab’s mechanism of action, blocking the entrance of
lymphocytes into the CNS.

In peripheral blood in ProgMS patients, an increase in the
percentage of Th17 cells was also observed, in line with the
study recently published by Christensen et al. [29] supporting
the notion that there is also a certain degree of systemic
inflammation in progressive forms of MS. However, in this
study using PTK7 as a specific marker for RTEs [30] no
differences in RTEs nor in naive subsets in ProgMS patients
were found compared with HD, in contrast to other studies
where a decrease in these subpopulations was reported
[29,31].

It has been described that IFN-f induces an expansion of
regulatory CD4" and CD8* T cells with a concomitant
decrease in memory CD8" T cells and an inhibition of T-cell
proliferation [32-34]. Using multiparametric flow cytometry,
a decrease in absolute counts in central memory and early EM
in CD4* and CD8" T cells was found in our cohort of
patients. In contrast to other studies [35], no differences in
RTEs between untreated patients and those undergoing
treatment with IFN-f were found in this study. However, an
increase in transitional — immature — B cells was observed, in
agreement with Zanotti et al. [36] that observed an increase in
k-deleting recombination excision circle in patients
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Figure 5. Changes in lymphocyte subpopulations in RRMS patients under treatment with natalizumab compared with RRMS patients without
treatment and with HD. Percentages (%) of CD4" early EM (a), CD8* central memory (b), RTEs (c) and T1/T2 transitional B cells ratio (d) were
measured. Each dot represents the value of one patient. Medians and interquartile range are shown. Transitional B cells according to CD38 and CD24
expression in CD19¥CD27~ subpopulation in a representative untreated RRMS patient (e) and in an RRMS patient under treatment with natalizumab

(f) are shown.

undergoing treatment with IFN-B. Both studies would
support an effect of IFN-f increasing B cell release from
bone marrow.

Natalizumab’s mechanism of action, blocking the entrance
of lymphocytes into the CNS, explains the increase in
absolute counts of lymphocyte subpopulations in peripheral
blood of patients under treatment. However, to our know-
ledge, minor populations have not widely been analysed in
these patients [37]. In this study, patients under treatment with

natalizumab showed an strong increase in the percentage of
early EM CD4% cells (CD4*CD45RA™CCR7-CD27"), the
same subpopulation that was found decreased in untreated
RRMS patients. This increase could explain the decrease in
the percentage but not in absolute counts observed in naive
and TEMRA CD4* T cells in patients under treatment with
natalizumab. Furthermore, central memory CDS8" cells
(CD8"CD45RA CCR77CD27%) were also increased, sug-
gesting that these memory CD4" and CD8" T cells probably



Downloaded by [Hospital Universitari], [Aina Teniente-Serra] at 23:53 01 February 2016

DOI: 10.3109/08916934.2016.1138271

Table 4. Changes found in minor lymphocyte subpopulations.

Multiparametric flow cytometry in multiple sclerosis 9

HD versus untreated
RRMS patients

HD versus progressive
MS patients

Untreated RRMS
patients versus RRMS
patients natalizumab

Untreated RRMS patients
versus RRMS patients IFN-f3

% Counts % Counts % Counts % Counts

CD3+ lymphocytes ns ns ns | (p<0.001) ns | (p<0.05) | (<0.05) T (p<0.001)
CD4+ lymphocytes T (p<0.05) ns ns | (p<0.01) ns | (p<0.05) ns T (p<0.001)
CD#4 naive ns ns ns ns ns ns | (p<0.05) ns

CD4 central memory ns ns ns ns ns 1 (p<0.01) ns T (p<0.05)
CD4 early EM | (p<0.05) ns ns 1 (p<0.05) ns 1 (p<0.01) T (»p<0.001) T (p<0.0001)
CD4 late EM ns ns ns 1 (p<0.01) ns ns ns T (»p<0.0001)
CD4 TEMRA ns ns ns ns ns ns | (p<0.05) ns

RTE ns ns ns ns ns ns T (p<0.05) ns

Th17 T (p<0.05) ns T (p<0.05) ns ns ns ns T (p<0.01)
CD8+ lymphocytes ns 1 (p<0.05) ns 1 (p<0.001) ns ns ns T (p<0.001)
CD8 naive ns ns ns 1 (p<0.01) ns ns ns T (p<0.01)
CDS8 central memory ns ns ns ns ns | (p<0.05) T(»p<0.01) 7 (p<0.0001)
CDS8 early EM ns 1 (p<0.05) ns 1 (p<0.01) ns | (p<0.01) ns T (p<0.001)
CD8 late EM ns ns ns ns ns ns ns ns

CD8 TEMRA ns ns ns ns ns ns ns ns
CD4+CD8+ (DPs) ns ns 1 (p<0.05) ns T (p<0.05) ns ns T (p<0.01)
CD19+ cells ns ns ns ns ns ns T (»p<0.001) T (p<0.001)
Transitional B cells ns ns ns ns T (p<0.05) ns ns ns

T1 Transitional B cells ns ns ns ns ns ns ns T (p<0.01)
T2 Transitional B cells ns ns ns ns ns ns | (p<0.05) ns

migrate to the CNS in untreated RRMS patients and
participate in the autoimmune response. In contrast to our
study, Planas et al. [38] found no differences in memory
(CD3*CD4*/CD8*CD45RO™) or effector (CD3*CD4"/
CD8"CD45RO CD27%) T cells. Differences in the pheno-
typical characterisation of those cells (these authors did not
analyse CD45RA, CCR7, and CD27, markers that allow to
better define small subpopulations as early EM CD4" T cells)
may account for the different results.

It has previously been reported that natalizumab promotes
the release of hematopoietic precursors from primary lymph-
oid organs, preferentially lymphoid-committed progenitors
[38—41]. In order to better characterise those subpopulations,
the most immature T cell subset: RTEs (using PTK7, a more
specific marker than CD31 for RTEs [30]), and transitional B
cells (immature B cells just released from bone marrow) were
analysed. Interestingly, an increase in both T- and B-immature
subpopulations was found in peripheral blood of patients
treated with natalizumab, suggesting that the release of
lymphoid-committed progenitors promoted by natalizumab
affects both compartments. It is tempting to speculate that this
premature release could interfere with the mechanisms of
central tolerance, with this also being a factor that could play
a role in the exacerbation of the disease observed after
discontinuing the treatment. Studies on patients discontinuing
the therapy are necessary to confirm this hypothesis.

Conclusions

Changes in lymphocyte subpopulations have been found in
patients with RRMS and progressive forms of MS, compared
with HD. Furthermore, changes in those subpopulations have
been observed in patients under immunomodulatory treat-
ments (Table 4).

This study supports that quantification of minor lympho-
cyte subpopulations in peripheral blood might be useful

surrogate markers for the characterisation and immunomoni-
toring of patients with MS or other immune-mediated
inflammatory diseases.
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6.3. CAPITOL 3: Baseline Differences in Minor Lymphocyte Subpopulations
may Predict Response to Fingolimod In Relapsing—Remitting Multiple
Sclerosis Patients

Teniente-Serra A, Hervas JV, Quirant-Sanchez B, Mansilla MJ, Grau-Lépez L, Ramo-Tello
C, Martinez-Caceres EM. CNS Neurosci Ther. 2016 Jul;22(7):584-92

Una vegada vist que I'analisi per citometria de flux permet detectar canvis en
les subpoblacions limfocitaries minoritaries de sang periférica tant com a
conseqiiencia de la patogenia de la malaltia, com els canvis deguts a terapies
immunomoduladores, el segilient objectiu va ser detectar si aquests canvis
podien ser predictius de resposta al tractament. Per aix0 es va realitzar un
estudi prospectiu de pacients amb EMRR que iniciaven tractament amb
fingolimod. Es va realitzar un seguiment clinic i de les subpoblacions
limfocitaries durant 12 mesos. Es van analitzat els temps: basal (abans d’iniciar

el tractament), 1, 3,6, 9i 12 mesos.

En aquest treball es va veure que la majoria de canvis produits en les
subpoblacions limfocitaries, es detectaven ja al primer mes de tractament i es
mantenien durant tot el seguiment. De manera rellevant, es va observar que el
tractament amb fingolimod produia un increment del percentatge de limfocits
Th17 que es correlacionava amb un increment, també en el percentatge, dels
limfocits T reguladors. A més, es detectar també un increment en el
percentatge de limfocits B transicionals durant el tractament amb aquest

farmac.

A I'hora d’analitzar la relacié entre les diferents subpoblacions analitzades i la
resposta al tractament, cal destacar que es va observar que aquells pacients

responedors al tractament tenien un patré de subpoblacions limfocitaries en el
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moment basal, previ al inici del tractament, diferent al dels pacients no
responedors. En concret, tenien menor percentatge de RTEs i de limfocits B
transicionals T1. A més, al mes d’iniciar el tractament els pacients responedors

tenien menors percentatges de RTEs i major percentatge de limfocits T CD4*

early EM.
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Introduction

SUMMARY

Aims: Fingolimod, oral treatment for relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS), is an
agonist of sphingosine and its metabolite S1P that binds their receptors, blocking the egress
of lymphocytes from lymph nodes. The aim of this study was immunomonitoring of minor
peripheral lymphocyte subpopulations in RRMS patients under treatment with fingolimod
and correlation with treatment response. Methods: Prospective study. T- and B-cell sub-
populations were analyzed using multiparametric flow cytometry in peripheral blood from
14 RRMS patients under treatment with fingolimod at baseline, +1, +3, +6, +9, and
+12 months of follow-up. Response to therapy was assessed at month +12. Results: Most
changes in minor lymphocyte subpopulations occurred in the first month of treatment and
were maintained until the end of follow-up. The basal percentages of recent thymic emi-
grants (RTEs) and transitional B cells were lower in responder patients than in nonrespon-
ders. After 1 month of follow-up, the percentages of late effector memory CD4" T cells in
peripheral blood were higher in responder patients. Conclusion: If confirmed in a bigger
cohort of patients, analysis of percentages of minor lymphocyte subpopulations in periph-
eral blood of patients with RRMS prior and after +1 month of treatment might predict clini-
cal response to fingolimod.

lymphocytes from LN [1]. This specific effect of fingolimod on
CCR7" cells has been postulated to be one of the key mechanisms

The phosphorylated metabolite of sphingosine (S1P) and its recep-
tor (S1P;) mediate the circulation of T and B cells between blood
and lymph nodes (LN). In physiological conditions, the interaction
between S1P and the lymphocytic receptor S1P; promotes their
egress from LN by overcoming retention signals as the chemokine
receptor CCR7. Naive and central memory T cells as well as B cells
express CCR7; in contrast, effector memory T cells and terminally
differentiated effector T cells (TEMRA) downmodulate CCR7
expression and may egress from LN independently of S1P, recep-
tor [1-3].

Fingolimod, the first oral drug approved for relapsing-remitting
multiple sclerosis (RRMS), is a structural analogue of sphingosine
and its phosphorylated metabolite S1P, that binds 4 of the 5 sub-
types of S1P receptors, causing the internalization and degradation
of these receptors, and consequently blocking the egress of CCR7"

© 2016 John Wiley & Sons Ltd

underlying its therapeutic effect. Although the effect of fingolimod
on CCR7" cells has been reported [4-7], its effect on other lympho-
cyte subpopulations such as Th17 cells, regulatory T (Treg) cells, or
B cells has been less well-studied, and published results are contra-
dictory [6-11]. Recent advances in the development of multipara-
metric flow cytometry have made possible an exhaustive and
detailed characterization of lymphocyte subsets in whole blood or
isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy
donors and patients [3,12] and has been shown to be a powertul
tool for immunomonitoring the response to treatments.

The aim of this study was to analyze whether the percentages of
minor lymphocyte subpopulations can correlate with clinical (re-
lapses and disability) and brain MRI variables in order to define
potential predictive markers that would make possible to define
those patients responders to therapy.

CNS Neuroscience & Therapeutics (2016) 1-9 1



Lymphocyte Subsets may Predict Response to Fingolimod

To our knowledge, only one study analyzing the correlation
between peripheral lymphocyte subpopulations and response to
treatment has been published [13], but potential predictive mark-
ers of therapy response before starting fingolimod treatment have
not been described yet.

Materials and Methods
Study Design

Single-center, open, prospective, 1-year study to assess changes
in peripheral lymphocyte subpopulations in patients with
RRMS starting fingolimod treatment. Inclusion criteria com-
prised diagnosis of RRMS (revised McDonald criteria 2010
[14]) starting fingolimod treatment (0.5 mg/day), age 18—
59 years, and disability at baseline quantified with the
Expanded Disability Status Scale (EDSS) of 0-6.0. A washout
period of over 24 h was established for patients from inter-
(IFNb) or glatiramer acetate (AG)
2 months for natalizumab or others drugs.

Subjects who met the study criteria were evaluated by EDSS
scale and standardized neurological evaluation at baseline, 1, 3, 6,
and 12 months. Adverse events and relapses were reported during
the follow-up visits. A standardized brain MRI protocol (axial T2,
axial T2 FLAIR, and T1) for reliably detecting new or enlarging T2
lesions clinically silent was performed at baseline and 12 months
after initiation of fingolimod. The field strength was 1.5 T or 3 T;
for each patient, both MRI studies were performed with the same
equipment.

Blood samples were obtained before and at 1, 3, 6, 9, and
12 months after initiation of fingolimod treatment.

The study was approved by the local ethical committee. All
patients signed the informed consent.

feron-beta and over

Flow Cytometry
Analysis of Peripheral Lymphocyte Subsets

Samples of peripheral blood were incubated with the appropriate
amounts of monoclonal antibodies detailed below for 20 min at
room temperature and protected from the light. After erythrocyte
lysis, the samples were washed and a total of 100,000 lymphocytes
were acquired on a FACSCantoll flow cytometer (BD Biosciences,
San Jos€, CA, USA).

Lymphocyte subpopulations were defined using the markers
specified in Table S1, using several combinations of the follow-
ing monoclonal antibodies: anti-CD3-AmCyan, anti-CD4-V450,
anti-CCR6-phycoerythrin ~ (PE), anti-CCR4-AlexaFluor 647,
anti-CD4-allophycocyanin  (APC)-H7, anti-CD8-V450, anti-
CD45RA-fluorescein isothiocyanate (FITC), anti-CCR7-PE-Cy7,
anti-CD27 PerCP-Cy5.5, anti-CD31-AlexaFluor 647, anti-CD19-
PerCP-Cy5.5, anti-CD27-APC, anti-CD24-FITC, anti-CD38-PE,
anti-CD19 V500, anti-CD3-V450, anti-IgM-PerCP-Cy5.5, anti-
IgD FITC, anti-CD21-PE, anti-CD45-FITC, anti-CD4-PERCP-
Cy5.5, anti-CCR4-PE-Cy7, anti-CD127-A647, anti-CD45RO-
APC-H7, anti-CD25-PE, HLA-DR-V500 (BD Biosciences), and
anti-PTK7-PE (Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
and analyzed with FACSDiva software (BD Biosciences). The
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desired lymphocyte subpopulations were gated using forward
and side scatter, and their relative percentages were deter-
mined. The gating strategy for lymphocyte subsets is shown in
Figures S1-6.

Fluorescence minus one (FMO) controls were used to define
CCR?7 expression on Th17 cells, PTK7 expression on recent thymic
emigrants (RTEs), and CD21 expression on immature B cells.
When gating CCR7 versus CD45RA in T cells, CD45RO versus
CCR4 and CD45RO versus HLA-DR in Tregs and CCR4 versus
CCR?7 in Th17 cells, internal reference subpopulations gating con-
trol were used.

Percentage and absolute counts (number of cells per uL) were
analyzed for all subpopulations defined in Table S1. Absolute
counts were calculated as follows: (%subset/100) x counts of
main subpopulation.

Quantification of Absolute Cell Numbers

For quantification of lymphocyte numbers, 25 uL. of peripheral
blood samples was incubated with CD45-PerCP (Beckton Dick-
inson (BD) Biosciences) for 15 min at room temperature and
protected from the light. Erythrocytes were removed using
450 uL lysis buffer (BD FACS™ lysing Solution; BD Bio-
sciences). Twenty-five microliter of Perfect-Count Microspheres
(Cytognos SL, Salamanca, Spain) was added to each sample
and acquired on an eight-color multiparameter flow cytometer
(FACSCantoll; BD Biosciences). The number of total lympho-
cytes was expressed in cells/uL.

Statistical Analysis

For clinical characteristics (mean + standard deviation), a
descriptive statistical analysis of the main variables was per-
formed. Differences between two groups were analyzed using
the nonparametric Wilcoxon test. Comparisons of three groups
and more were assessed by one-way ANOVA with Bonfer-
roni’s correction for multiple comparisons. The results were
expressed as mean =+ standard deviation (SD) or medians (in-
terquartile range). Correlations were calculated with Pearson’s
correlation. Two-tailed P values <0.05 were considered statisti-
cally significant. All statistical analyses were performed using
the Statistical Package for Social Sciences (SPSS/Windows ver-
sion 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and the software pro-
gram GraphPad Prism (5.0 version; GraphPad, La Jolla, CA,
USA).

Results
Patients

Fourteen RRMS patients (9 females) who started treatment with
fingolimod were enrolled and followed for 12 consecutive
months. Seven patients were treatment naive, five switched from
IFNDb, 1 from AG, and one from diazoxide (under clinical trial
whose outcome was negative [15]). No patients switched from
natalizumab to fingolimod. A total of 12 patients (86%) completed
12 months of treatment. The baseline characteristics of the
patients are summarized in Table 1.

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Table 1 Clinical characteristics of the patients before and after
fingolimod treatment

Baseline clinical characteristics of the patients (n = 14)

Female sex 9 (64)
(no. of patients, [%])
Age (years) 30.2 £+ 8.1

First symptoms to 36£3
fingolimod start (years)

Last immunomodulating 7 naive, 3 IFNb 1a IM,

drugs 1 IFNb 1a sc,
1 IFNb1b sc, 1 GA,
1 diazoxide
Number of 1.3+038

previous treatment

Washout period 1.9 £ 2.1
(months) IFNb 1.6 4+ 1.8, GA 0,
diazoxide 5
ARR* previous year 2.21
Naive patients 2
Treated patients 2.4
Mean EDSS 2+ 1.13
Brain MRI* (n = 13)
<9 T2 lesions 1(8)
(no. of patients, [%])
>9 T2 lesions 12 (92)

(no. of patients, [%])
Clinical characteristics of the patients after 12-month fingolimod
treatment (ITT, n = 14)

ARR* previous year 2.21 P =0.01
to start treatment
ARR* previous year after 0.69
12 months of treatment
Relapse-free patients 7 (50)
(no. of patients, [%])
EDSS (mean + SD) 2+ 1.13 P =0.58
to start treatment
EDSS (mean + SD) after 1.84 + 0.86
12 months of treatment
Progression-free patients 11 (79)
(no. of patients, [%])
Brain MRI* (IPP, n = 12)
New T2 lesions (no. of patients, [%])
0 3 (25)
1 4 (33)
2 1(8)
>3 4 (33)

*IFNb, Interferon-beta; GA, glatiramer acetate; AAR, annualized relapse
rate; MRI, magnetic resonance; ITT, intention-to-treat; IPP, intention-per-
protocol.

Efficacy

As shown in Table 1, the annual relapse rate (ARR) was signifi-
cantly reduced under fingolimod treatment. A significant number
of patients suffered a relapse soon after treatment initiation: 3 of 9
(33%) relapses happened in the first month (two patients
previously treated with IFNb with a washout period of 1 and
3 months) and 2 of 9 (22%) relapses happened at the second
month. At 12 months, the estimated proportion of patients

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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without progression of disability was 79% and 4 of 12 (33%)
patients had more than two new or enlarging T2 lesions in brain
MRI (Table 1).

A patient was considered as “nonresponder” when met two or
more of the following criteria: (1) >1 relapses during the first year
of treatment; (2) an increase of 1 point in the EDSS (confirmed at
month +6); and (3) presence of more than two new or enlarging
T2 lesions in brain MRI at month +12 compared to the baseline
MRI. According to these criteria, seven of the intention-to-treat
patients (50%) were classified as nonresponders. To avoid consid-
ering a patient as nonresponder in the period in which the fin-
golimod could not be effective, clinical data were reanalyzed
excluding early disease activity (relapses within the first
2 months). Taking this consideration, classification of the patients
did not change (Table 2).

Safety

No patients had symptomatic bradycardia or auriculo-ventricular
blockage either with the first dose or during follow-up. Neither
hepatotoxicity nor macular edema was detected. Lymphopenia
<500 cells/uL occurred in 6 of 14 (43%) patients and <500 cells/uL
in 2 of 14 (14%) patients (Table 1).

Fifteen infections were reported in seven patients; there were
no serious infections and any patient needed hospitalization. The
description of infections during the follow-up is summarized in
Table S2. Correlation between infections and lymphocyte subpop-
ulations in the blood test previous to infection was not found.
Treatment was discontinued in two patients (one male and one
female) at 3 and 9 months of treatment, respectively, by recurrent
urinary and upper respiratory tract infections (Table S2).

Changes in Lymphocyte Subpopulations are
Detected Early After Starting Fingolimod
Treatment

Compared with pretreatment values, lymphocyte counts were
reduced from month +1 until end of follow-up (baseline:
1728 + 520 vs. +1 m: 511 + 224 cells/uL, P < 0.001).

Main changes in lymphocyte subpopulations were already
found at month +1 after starting treatment and remained stable
until the end of follow-up.

As shown in Figure 1, fingolimod treatment induced a decrease
in percentages of CD19" (baseline: 3.8 + 1.1 vs. +1 m: 1.9 + 0.6
%, P < 0.001), CD3" (baseline: 72.9 + 5.4 vs. +1 m: 48.4 + 10.6
%, P < 0.001), and CD4" T cells (baseline: 79.6 + 7.0 vs. +1 m:
23.6 + 9.5 %, P<0.001), at month +1 that remained until
month +12. In contrast, proportions of CD8" T cells were
increased, also from month +1 until the end of follow-up (base-
line: 33.1 & 6.15 vs. +1 m: 50.7 £ 13.6 %, P < 0.01). Conse-
quently, a decrease in the CD4/CD8 ratio was found (baseline:
1.89 = 0.56 vs. +1 m: 0.49 £ 0.24, P < 0.0001).

Percentages of naive CD4" and CD8" T cells were decreased at
month +1 until month +12 (naive CD4", baseline: 33.3 4+ 12.1 vs.
+1m: 11.8 +84 %, P<0.00l and naive CD8, baseline:
38.2 £ 16.6 vs. +1 m: 4.7 + 4.8 %, P < 0.001). In contrast, the
percentage of early effector memory CD4" T cells increased at
month +3 compared to baseline (Figure 2).
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No significant differences were observed in percentages
of central memory either CD4" or CD8" T cells, although a
trend toward decrease was observed. A trend toward increase
in late effector memory and TEMRA CD4" T cell and CD8" T
cell subpopulations was also observed during treatment
(Figure 2).

When analyzing absolute counts, a decrease in naive, central
memory, and early effector memory CD4" and CD8" T cells was
found. Moreover, late effector memory cells were decreased in
CD4" but not in CD8" T cells (Table S3).

The Increase of Th17 Cells is Correlated with an
Increase in Treg Cells

Although numbers of Th17 cells in peripheral blood were dramati-
cally decreased by fingolimod at month +1 (baseline: 43.3 £+ 19.4
vs. +1lm: 1.2 +£5.6 cells/ul, P <0.001, Figure 3A), the

Table 2 Characteristics of responders and nonresponders patients

A. Teniente-Serra et al.

percentage of this subpopulation, in relation to total percentage of
CD4" T cells, was increased at month +3 until the end of follow-
up (baseline: 5.8 + 1.9 vs. +3 m: 13.4 £ 5.1 %, P < 0.001, Fig-
ure 3B). No changes were found in the percentage of CCR7* Th17
cells (data not shown), although a clear decrease was observed in
absolute counts. Interestingly, a parallel increase in the percent-
ages of activated Treg cells at months +3 was also observed (base-
line: 1.3 + 0.4 vs. ¥3 m: 3.9 + 2.5 %, P < 0.05), +6 (baseline:
1.3 £ 0.4 vs. +6 m: 4.1 £ 2.5 %, P < 0.05), and +12 (4.1 + 2.3
%, P < 0.05, Figure 3D).

The correlation between the increase in Th17 and Treg cells was
analyzed, resulting statically significant in percentages (r = 0.79;
1C95% 0.67—0.87, Figure 3F) and absolute counts (r = 0.89;
1C95% 0.83-0.93). The Th17/Treg ratio remained stable during
the entire follow-up (Figure 3C).

Fingolimod Induces Early Changes in Immature
B Cells but not in Memory B Cells

A trend toward increase was found in percentages of immature B

(Resp(;)nders ;\lonr;sponders P cells (CD197CD27 IgD IgM~CD217) from month +1 until month
n= n=
+12, being statistically significant at month +9 (baseline:
Naive patients (n) 3 4 0.6 £ 0.3vs.+9 m: 3.7 &+ 3.8 %, P < 0.05, Figure S7).
Previous treated 4 3 Similarly, an increase in percentages of transitional B cells (in-
patients (n) cluding transitional-T1 and transitional-T2) was observed at
Washout period (months) 225+ 26 133+ 15 0.56 month +3 until the end of follow-up (baseline: 7.3 + 3.8 vs.
ARR previous year 3 1.4 0.07 +3 m: 24.9 + 13.5 %, P < 0.01, Figure 3G). This increase was
of treatment observed at month +3 in transitional-T1 (baseline: 5.2 + 4.2 vs.
ARR in treatment 0 13 0.001 +3 m: 2.6 + 1.9 %, P < 0.01, Figure 3H) and at month +6 in tran-
EDSS at baseline 26 +12 13+07 0.04 sitional-T2 B cells (baseline: 4.8 + 2.6 vs. +6 m: 14.8 + 7.6 %,
(mean = SD) P < 0.01, Figure 3I), and remained high until the end of follow-
EDSS at +12 months of 2+1.0 1.7 £05 0.6 up
treatment (mean +5D) Numbers of naive, unswitched memory, IgM memory, class-
MR newiless;ons 1+07 19£15 0.29 switched, and exhausted memory B cells were decreased at month
(mean ) +1 until month +12. In contrast, no changes were found in their
ARR, annualized relapse rate. percentages (Figure S7).
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value of an individual patient. ***P < 0.001.
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Figure 2 Changes in minor CD4 and CD8 T-cell subpopulations under fingolimod treatment. Percentages of naive, central memory, early EM, late EM, and
TEMRA CD4" T cells (A) and percentages of naive, central memory, early EM, late EM, and TEMRA CD8" T cells (B) measured by flow cytometry are shown.
Each dot represents the value of an individual patient. *P < 0.05; ***P < 0.001. EM, effector memory; TEMRA, terminally differentiated effector.

Patients Who are Responders and

Nonresponders to Fingolimod have a Different

Pattern of Peripheral Lymphocyte
Subpopulations

To determine whether the distribution of lymphocyte subpopula-

tions before starting treatment could predict clinical respo

fingolimod treatment, baseline values between responders and

© 2016 John Wiley & Sons Ltd

nonresponders were compared. To determine whether those base-

line differences in minor lymphocyte subpopulations could be
affected by other factors, confounders as previous treatment, age,

or gender were analyzed. No differences were found between both
groups (data not shown).

nse to

Interestingly, responders had a lower percentage of RTEs at
baseline than nonresponders (R: 3.4 (3.1-3.6) vs. NR: 6.3 (6.1—
6.5) %, P < 0.05, Figure 4A) and lower percentage and absolute
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Figure 3 Changes Th17, regulatory T cells and transitional B cells under fingolimod treatment. Absolute counts (cells/uL) (A) and percentages (%) of Th17
cells (B) and absolute counts (cells/ul) (D) and percentages (%) of activated Treg cells (E) were measured by flow cytometry. Correlation (F) and ratio
between percentages of Treg and Th17 cells (C) were calculated. Percentages of total transitional B cells (G), T1 (H), and T2 (1) transitional B cells were also
measured by flow cytometry. Each dot represents the value of an individual patient. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. Treg, regulatory T cells.

counts of T1 transitional B cells (R: 1.6 (0.8-2.3) versus NR: 3.0
(2.64.4) %, P<0.01; R: 3 (2-4) versus NR: 6 (5-7) cells/uL,
P < 0.01, Figure 4B,C). Moreover, responder patients had higher
percentage and absolute counts of CD8" T cells than nonrespon-
ders (R: 37.6 (34.1-40.0) versus NR: 28.4 (27.3-30.1) %,
P <0.05; R: 501 (460-588) vs. NR: 326 (264-371) cells/uL,
P < 0.05, Figure 4D,E).

In addition, lymphocyte subpopulations were compared
between responders and nonresponders after starting fingolimod
treatment. The most relevant changes were found in late effector
memory CD4" T cells at month +1, where percentages and abso-
lute counts were higher in responders than in nonresponders (R:
30.5 (14.8-47.9) vs. NR: 12.4 (11.1-15.8) %, P < 0.05; R: 20 (14—
29) vs. NR: 4 (2-7) cells/uL, P < 0.01, Figure 4H,I) and RTEs,
where percentages were lower in responders than in nonrespon-
ders (R: 2.7 (1.9-2.8) versus NR: 6.1 (4.8-6.8) %, P < 0.05, Fig-
ure 4F). Moreover, the postbaseline mean (mean of percentages
of month 1-12) of RTEs was lower in responders than in nonre-
sponders (R: 2.6 (2.4-2.9) vs. NR: 5.4 (4.1-6.1) %, P < 0.05, Fig-
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ure 4G). Furthermore, the postbaseline mean of double-positive
CD4+CD8+ T cells was higher in responder patients than nonre-
sponders (R: 2.1 (1.3-2.4) vs. NR: 0.7 (0.6-1.1) %, P < 0.05; R: 6
(3-8) vs. NR: 1 (1-2) cells/uL, P < 0.05).

Discussion

In this study, an exhaustive flow cytometry analysis of minor
peripheral lymphocyte subpopulations during a year of follow-
up was performed in patients with RRMS that initiated treat-
ment with fingolimod. A different pattern in percentages of
RTEs, transitional B cells, and late effector memory CD4" T
cells was found according to response to fingolimod
treatment.

As expected, fingolimod profoundly reduced total lymphocyte
counts and affected mainly CCR7" T cell subpopulations (naive
and central memory T cells) [4,5,7,16,17]. These changes were
produced early (present at 1 month after starting treatment) and

maintained until the end of follow-up.

© 2016 John Wiley & Sons Ltd
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Figure 4 Responders and nonresponders patients had different lymphocyte distribution at baseline and after starting fingolimod treatment. Percentages
of recent thymic emigrants (A), percentages (B), and absolute counts (C) of T1 transitional B cells and percentages (D) and absolute counts (E) of CD8* T
cells at baseline. Percentages at +1 month (G) and postbaseline mean value during treatment (F) of recent thymic emigrants and percentages (H) and
absolute counts (I) of late effector memory CD4" T cells at +1 month of treatment. Each dot represents the value of an individual patient. *P < 0.05;
**P < 0.01. RTESs, recent thymic emigrants; R, responder patients; NR, nonresponder patients.

Previous reports regarding the effect of fingolimod on Th17 cells
are contradictory [6,7,11]. This fact is probably a consequence of
the diversity in surface markers used to define this T-cell subset.
Specifically, CCR7—a clue marker for cells homing to lymph
nodes—can differentiate effector Th17 cells (CCR7 ") from central
memory or pre-Th17 cells (CCR7") [3,6,12]. In our study, effector
Th17 cells were defined as CD4*CCR7 CCR6"CCR4™, following
the international consensus of 2008 [3], but also CCR7* Th17 cells
were analyzed. In absolute counts both, effector (CCR7 ) as well
as CCR7" Th17 cells, were decreased. In contrast, when analyzing
percentages of these subpopulations in relation to total CD4" lym-
phocytes, we observed a clear increase in the percentage of
peripheral effector Th17 cells after treatment with fingolimod,
whereas no changes in percentages of CCR7* Th17 subpopula-
tions were found.

The fact that absolute counts of effector Th17 cells were
decreased, together with the maintenance of the ratio effector
Th17/Treg described here, suggests that the relative increase in

© 2016 John Wiley & Sons Ltd

effector Th17 in periphery does not affect the therapeutic effect of
the drug. Moreover, the increase in Treg cells at later time-points
of the monitorization is in agreement with previous studies and
supports the conclusion that fingolimod can exert an alternative
immunomodulatory mechanism inducing the production of Treg
cells, as had been postulated previously in in vitro and ex vivo mod-
[10,11,18-20]. Interestingly, a correlation between the
increase of effector Th17 and Treg cells was observed in the pre-
sent study. Previous studies have shown that, under certain condi-
tions, Th17 cells can downregulate IL-17 and upregulate IL-10
exercising an antiinflamatory effect [21]. Although the analysis of
IL-10 production by Th17 cells was not analyzed in the present
study, it might be hypothesized that treatment with fingolimod
may promote an increase of regulatory Th17 memory cells, as it
has been described for Tregs and Bregs subsets [9,10,20,22,23],
although this point has to be addressed in future studies.

In contrast to T cells, B-cell subsets have not been extensively
studied in patients under treatment with fingolimod. Results

els
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reported until the moment regarding these subpopulations are
scarce and in disagreement [8,9,24]. A decrease in B cells (CD19%)
was observed in the present study, although no differences were
detected in naive or memory B-cell subsets. Interestingly, we
observed an increase in immature and transitional B cells in line
with recently published data [8,9], suggesting that migration of
transitional B cells from bone marrow is dependent on other fac-
tors than S1P [9]. In addition to published results, we observed
that the increase of immature and transitional B cells was already
present at month +3 after initiation of fingolimod treatment.

As reported in another cohort of patients [25], a high number of
patients (55%) suffered a relapse soon after fingolimod treatment
initiation. We believe that the increased activity rather than
related to the treatment is related to the fact that treatment had
not yet had effect (in the case of naive patients), or washout per-
iod of the previous treatments had been long (Table 2).

In this study, the definition of responders and nonresponders to
fingolimod treatment was established after 12 months of follow-
up, and the lymphocyte subpopulations analyzed consequently.
In order to avoid bias, considering a patient as nonresponder in
the period in which the fingolimod could not be effective, a
reanalysis was performed excluding early relapses (two first
months). The exclusion of these relapses did not change the
results. In the same way, to determine whether those baseline dif-
ferences in minor lymphocyte subpopulations could be affected by
confounders as previous treatment, disease activity, age, or gen-
der, those parameters were analyzed separately, and no differ-
ences between both groups were observed. These data support
that analysis of percentages of minor lymphocyte subpopulations
in peripheral blood prior and after +1 month of treatment could
predict clinical response to fingolimod.

Although the number of analyzed patients is small, in this pre-
liminary study we show that the baseline percentage of RTEs and
transitional B cells was lower in responders. Therefore, if corrobo-
rated in a bigger cohort of patients, immunomonitoring of minor
peripheral lymphocyte subpopulations may be a surrogate marker

A. Teniente-Serra et al.

for the response to fingolimod treatment, and RTEs and
transitional B cells percentages could be a tool for predicting
which patients with RRMS would be good candidates to receive
fingolimod. Moreover, the percentage of late effector memory
CD4" T cells and RTEs might provide information on the response
to therapy as soon as 1 month after starting this therapy.

These findings, when confirmed in a larger and independent
cohort of patients, open up the opportunity to initiate a personal-
ized therapy in RRMS treatments, enabling the clinicians to
choose the best treatment for each patient and predict which
patients are the most suitable for receiving a specific therapy.
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populations.
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Figure S7. Changes in minor B cell subpopulations under fin-
golimod treatment.
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Table S2. Description of the infections during the follow-up of
the RRMS patients.

Table S3. Absolute counts of analysed lymphocyte subpopula-
tions during the 12-months follow-up.
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Supplementary Table 1. Lymphocyte subpopulations and phenotype analysed

Lymphocyte subpopulation Phenotype

T cells subsets

Naive CD3+CD4+CD27+CCR7+CD45RA+
CD3+CD8+CD27+CCR7+CD45RA+
Central memory (Tcy) CD3+CD4+CD27+CCR7+CD45RA-
CD3+CD8+CD27+CCR7+CD45RA-
Early effector memory (Teuy gm) CD3+CD4+CD27+CCR7-CD45RA-
CD3+CD8+CD27+CCR7-CD45RA-
Late effector memory (T 1, pm) CD3+CD4+CD27-CCR7-CD45RA-
CD3+CD8+CD27-CCR7-CD45RA-
Terminally differentiated effector cells (Tgyra) CD3+CD4+CD27-CCR7-CD45RA+

CD3+CD8+CD27-CCR7-CD45RA+

Recent thymic emigrants (RTEs) CD3+CD4+CD27+CCR7+CD45RA+CD31+PTK7+
Double Positive T lymphocytes (DPs) CD3+CD4+CD8+

Th17 CD4+CCR7-CCR4+CCR6+

T regs CD4+CD1271owCD25+CCR4+CD45RO+HLADR+

B cells subsets

Naive CD19+CD27-IgD+IgM+
Unswitched memory CD19+CD27+IgD+IgM+

IgM memory CD19+CD27+IgD+IgM-
Switched memory CD19+CD27+IgD-IgM-
Exhausted memory CD19+CD27-1gD-1gM-
Immature B cells CD19+CD27-IgD+IgM+CD21-
Transitional B cells CD19+CD24hiCD38hiCD27-

T1 Transitional B cells CD19+CD24hihiCD38hihiCD27-

T2 Transitional B cells CD19+CD24hiCD38hiCD27-




Supplementary Table 2. Description of the infections during the follow-up of the patients

Time of infection

ID
Patient Infection type (months after Severity Treatment required
starting treatment)

2 Upper respiratory 1 Mild No
tract infection
Urinary infection 5 Mild Yes (oral antibiotic)

3 Tonsillitis 3 Mild Yes (oral antibiotic)
Conjunctivitis 4 Mild No
Flu 6 Mild No

5 Tonsillitis 2 Mild Yes (oral antibiotic)

8 Herpes Simplex 1 Mild Yes (aciclovir)
Otitis 4 Mild Yes (oral antibiotic)
Tonsillitis 5 Mild Yes (oral antibiotic)
Tonsillitis 6 Mild Yes (oral antibiotic)
Gastroenteritis 7 Mild Yes (oral antibiotic)

10 Urinary infection 3 Moderate  Yes (intravenous antibiotic)

13 Gastroenteritis 6 Mild Yes (oral antibiotic)
Flu 12 Mild No

14 Upper respiratory 1 Mild No

tract infection




Supplementary Table 3. Absolute counts of analysed lymphocyte subpopulations during the 12-months follow-up

+3m of treatment +6m of treatment +9m of treatment +12m of treatment

+1m of treatment

Baseline
(cells/ul)

1728
1254
740
246
250

(cells/pl)

(cells/ul)

(cells/ul)

(cells/ul)

495
242

(cells/ul)

512
258

191

+ 225 499
234

592
297

152

465
221

43

99
35

224

+

520
349

+

Total lymphocytes

102
37

63

58
22

107
45

146
50

CD3+ lymphocytes

+

49

+

68

+

50

+

53

+

62

192

CD4+ lymphocytes

CD4 naive

+

+

+

+

+

112
116
57
28

+

10
17
13

19
13
18

+

17
20
15

20
11

21

+

13
14
14

10
15
15

11

20

13
13
20

+

15
21

CD4 central memory
CD4 early EM
CD4 late EM

16
15

+

+

+

+

176

+

+

+

+

14

+

17

+

48

+

+

+

+

+

+

CD4 TEMRA
Recent Thy
Th17

+

+

0.28

0.08

+

+ 029

0.08

+

11

43

ts

igran

Emi

mic

+

+

+

+

+

19
10

+

+

+

+

+

+

+

28

Treg

+

+

+

+

+

+

10
421

activated Treg

83

136

109
28

+

171

80

126

71

135

96

137

157
94
56
38
13
84

+

CD8+ lymphocytes

CD8 naive

+

+

11
11
50
21

+

20
13
20

+

10
17
37

+

157

+

+

11

+

13
29

10
18
10
67

+

13
34
14
49

+

58
96
21

CDS8 central memory
CD8 early EM
CD8 late EM

23

+

40
19
32

27

+

16
19
54

+

+

+

+

22

+

19
63

+

16
42

16
39

+

15
35

+

39

+

+

46

+

+

+

+

50

CD8 TEMRA

+

+

+

+

+

+

10
82
199

CD4+CD8+ (DPs)

33

+

45

43

+

53
26

27

+

42

40

+

51

44

+H

57
25

62

+

CD4-CD8- (DNs)
CD19+ cells

+

19

21

+

+

18

+

19

19

+

94
10

+

+

+

+

+

+

15

Transitional B cells

+

+

+

+

+

+

T1 Transitional B cells

+

+

+

+

+

+

10
123

T2 Transitional B cells

+

15

19

21

+

12

+

12

12

+H

15

66
25

Naive B cells

+

+

+

+

+

+

28

Uswitched memory B cells

0.32

0.1

+

0.28

0.08

0.3

0.09

1

0.36

+

IgM memory B cells

+

+

+

+

+

30

+

32

Switched memory B cells

+

+

+

+

+

+

Exhausted memory B cells
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Supplementary Figure 3. Gating strategy of flow cytometric analysis of Th17 subpopulation.
A)A representative analysis of effector Th17 (CD4*CCR7-CCR6*CCR4+) and CCR7* Th17

(CD4*CCR7*CCR6*CCR4*) in CD4* T cells is shown. B) CCR7 expression was based on FMO control in
CD4 vs CCR7 dot plot. C) CD4- subpopulation was used as a reference in gating CCR4 vs CCR6 dot plot.
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7.DISCUSSIO GENERAL

147






Discussié general

Poder identificar els diferents immunofenotips per a cada pacient amb
una malaltia immunomediada i poder definir quina és la millor diana
terapeutica dins del gran ventall que existeixen actualment, és un dels
objectius més rellevants en el mén de la immunologia clinica actual. El
desenvolupament que s’ha produit en el camp de la citometria de flux ho esta

fent possible.

En aquest treball s’ha realitzat I’estudi fenotipic multiparametric per citometria
de flux d’un ampli panell de subpoblacions limfocitaries minoritaries en sang
periférica, de controls sans i pacients amb dues malalties autoimmunitaries

organoespecifiques, amb tres finalitats concretes:

= Veure si els pacients presenten diferencies en comparacié amb
donants sans.

= Analitzar si en els pacients en tractament amb terapies
immunomoduladores es poden detectar canvis provocats pels
diferents farmacs.

= Ser capacos de diferenciar en un estudi longitudinal de pacients en
tractament aquells que tindran una bona resposta al tractament dels

que no.

En la patogénia de la malaltia de Graves-Basedow els autoanticossos activen el
receptor de la TSH produint-se un increment de la sintesi d’hormones
tiroidees. Perdo a més, hi tenen un paper molt important els limfocits T que
infiltren la glandula tiroidea on participen en la resposta autoimmunitaria. La
recerca de biomarcadors en sang periférica en la malaltia de Graves-Basedow

s’ha quedat basicament circumscrita en la determinacié d’autoanticossos i
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Discussié general

nivells d’hormones. No hi ha treballs en els que s’estudiin de manera detallada
marcadors pronostics de la malaltia ni de resposta al tractament, i no se sap
perqué uns pacients responen als tractaments i d’altres no. Pel que fa als
estudis de subpoblacions limfocitaries, practicament tots els treballs que
existeixen s’han realitzat en PBMCs aillades o intratiroidals i moltes vegades

108, 113, 117-118, 221 pa fet, segons el nostre

amb una estimulacié in vitro previa.
coneixement, no existeixen estudis en qué es faci un analisi multiparametric,
en sang periferica, en un grup clinicament ben definit de pacients i amb un

tamany mostral adequat.

El nostre treball mostra que és possible detectar diferéncies en les
subpoblacions limfocitaries minoritaries en pacients amb malaltia de Graves-
Basedow en comparacié amb donants sans. En el primer dels articles que
formen part d’aquest treball s’ha realitzat una caracteritzacié fenotipica de
subpoblacions limfocitaries de pacients amb malaltia de Graves clinicament
estables en els que es manté la presencia anti-receptor de la TSH
(autoanticossos patogenics). Els resultats obtinguts, ens ha permeés veure que
aquest grup de pacients una disminucié de limfocits T reguladors i limfocits T
CD8+ memoria en comparacié amb els controls sans, les quals no s’observen

en els pacients en qué els autoanticossos han negativitzat.

Per tant, és important realitzar estudis fenotipics que permetin avaluar les
subpoblacions minoritaries en sang total, amb grups clinicament ben
estratificats, amb un tamany mostral adequat, multiparametrics, en quée es
valori les diferents subpoblacions de manera paral-lela per a poder veure de
manera global com es troben distribuides les diferents subpoblacions
minoritaries i la seva relacid6 amb la clinica i la resposta al tractament. De ser
aixi, poder identificar ja en el moment del diagnostic aquells pacients que

probablement tindran un curs més actiu de la malaltia, pot ser de gran ajuda
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en la practica clinica de cara a enfocar I'estrategia a seguir i poder evitar

complicacions tardanes i moltes vegades irreversibles.

Durant el desenvolupament d’aquest treball s’han estudiat també 3 pacients
amb malaltia de Graves en el moment del debut. Poder ampliar en un futur
aquest grup de malalts, en detectar poder veure si aquestes diferencies en les

subpoblacions limfocitaries es troben ja en el moment del debut de la malaltia.

Els resultats obtinguts plantegen la necessitat d’estudiar amb més profunditat
la malaltia de Graves-Basedow, caracteritzar millor immunologicament als

pacients i aixi poder-los estratificar millor.

L'EM és una malaltia autoimmunitaria mediada per limfocits T
autoreactius contra la mielina, produint-se infiltrats perivenulars en el SNC que
causen inflamacié, desmielinitzacié i degeneracié axonal. En el segon article
gue forma part d’aquest treball, hem pogut veure que els pacients amb EM
sense tractament presenten alteracions a nivells de les subpoblacions
limfocitaries minoritaries en sang periferica, i que aquestes son diferents en els
pacients que tenen un curs remitent-recurrent d’aquells amb formes
progressives. A més, s’ha vist que els pacients amb en tractament amb farmacs
immunomoduladors, com sén interferé-f i natalizumab, presenten canvis en
les subpoblacions limfocitaries, com a consequiéncia dels diferents mecanismes

d’accié d’aquestes terapies.

L’avantatge de les subpoblacions limfocitaries com a biomarcadors per a I'EM
respecte a molts dels marcadors o potencials biomarcadors descrits fins a
I'actualitat és que es realitza en sang periférica. L'estudi del teixit diana en

aquest cas és inabordable ja que implicaria fer una biopsia cerebral. El LCR és
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una font que ens ddéna molta informacié en I'EM, perd que s’obté per un
procediment invasiu i de vegades amb efectes adversos per als pacients. Aixo
fa que en la practica clinica s’intenti realitzar el menor nombre d’extraccions
de LCR possibles, i per tant no és una bona font de biomarcadors, sobretot de
resposta al tractament (ja que aixo implicaria fer puncions lumbars de manera
repetida al pacient). Tot aixo fa de les subpoblacions limfocitaries en sang
periférica optims biomarcadors, sobretot de resposta, tant al tractament com

de prediccié d’efectes adversos.

En aquest sentit, I'Gltim article d’aquest treball ens ha permeés estudiar la
dinamica dels canvis produits pel tractament amb fingolimod, des del inici del
tractament fins a I'any de seguiment. El resultat més rellevant d’aquest treball,
tal i com es detalla en el capitol 3, és que I'estudi per citometria de flux de les
subpoblacions limfocitaries minoritaries en sang periférica permet diferenciar
en el moment basal (abans d’iniciar el tractament) aquells pacients que tindran

millor resposta al tractament d’aquells que no.

Aquest fet, en el context actual en quée cada vegada existeixen més terapies
disponibles per al tractament de I'EM i del fet que tracta d’una malaltia molt
heterogénia, que inclou pacients amb diferents fenotips clinics i amb patrons
d’evolucié de la malaltia molt diferents, ens podria portar a poder realitzar un
“immunotipatge” de cada pacient que identifiqués per a quin tractament és el
candidat més adequat. Aquest avang¢ ens obriria les portes a una medicina

personalitzada per a I'EM.

L’estandarditzacié del immunomonitoratge amb citometria _de flux

La immunomonitoritzacié dels diversos grups de pacients aixi com dels

tractaments cada vegada esta guanyant més importancia. De fet diferents
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grups treballen no tan sols en la immunomonitoritzacié de terapies
biologiques, sind també en terapies cellulars i en altres situacions
patologiques com és el seguiment de la immunosupressiod postrasplantament.
Tot i els avengos que hi ha hagut en els ultims anys en la creacié de diferents

1,26 3738 % ner a la implementacié de la immunomonitoritzacié

grups de trebal
per citometria de flux en la practica clinica, la realitat és que encara no esta
ben estandarditzat. Es molt important poder establir un consens clar
d’aquelles subpoblacions a estudiar, amb quins marcadors fenotipics
caracteritzar-les, en quin tipus de mostra realitzar I'estudi i que l'analisi es

pugui realitzar en la majoria d’equips disponibles al mercat i que no depengui

exclusivament d’una casa comercial.

En aquest sentit, totes les iniciatives que tenen com a objectiu
I’estandarditzacid del procés, realitzen I'estudi en sang total, excepte el HIPC
gue utilitzen PBMCs congelades. De fet, aquest és el gran inconvenient del
projecte HIPC. En els resultats que han publicat recentment ** no han pogut
valorar les subpoblacions Th1l, Th2 i Th17, que les caracteritzen mitjancant
I’expressid en superficie les receptors de quimiocines CXCR3 i CCR6, ja que es
veu altament afectada tant pels processos de separacid per gradient de
densitat (per a la obtencié de PBMCs) com per la congelacid i descongelacié.
Per contra, la utilitzacié de PBMCs congelades presenta una gran avantatge en
els estudis longitudinals, i és que es poden realitzar totes les tincions dels
diferents temps i pacients a la vegada disminuint aixi la variabilitat entre
mostres. Pero només es podra fer en el cas que s’analitzin marcadors que no

s’alterin en els processos de congelacié i descongelacid.

El desavantatge més important de la citometria de flux és la gran variabilitat
gue hi pot haver entre operadors i entre laboratoris. Per a aixd0 s’han de

dissenyar els estudis minimitzant al maxim aquests punts:
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- Es indispensable treballar sempre amb un citdbmetre en condicions optimes,

calibrat i amb controls de qualitat diaris.

- Poder utilitzar anticossos monoclonals liofilitzats disminueix la variabilitat,
pero té els inconvenients de que és més car, limitat a haver de realitzar el
panell ja dissenyat préviament, i restringeix a treballar amb una sola casa

comercial.

- El panell que s’utilitzi per a definir un biomarcador ha de ser una combinacié
d’anticossos monoclonals adaptable a qualsevol dels citometres de flux que
existeixen en el mercat, de manera que es pugui implementar a la majoria de

laboratoris i no quedi restringit a laboratoris especialitzats.

- 'analisi ha de ser el maxim automatitzat possible. Fins que no existeixin
programes d’analisi automatitzat facils d’utilitzar i aplicar en un laboratori
assistencial, han d’estar molt ben establerts els criteris de positivitat per a
cadascuna de les subpoblacions evitant al maxim la subjectivitat entre
operadors. En aquest sentit, un dels punts per resoldre de les iniciatives
internacionals actuals per a l'estandarditzacié és poder realitzar I’analisi
automatitzat i en cas de que no hagi sigut possible realitzar-lo, s’ha realitzat
un analisis centralitzat, en el qual s’ha mostrat I'estratégia d’analisis
realitzada perd en cap d’ells s’ha discutit quins sén els millors controls de

positivitat per a cadascuna de les subpoblacions utilitzades.

En quant als marcadors utilitzats per als diferents consorcis que s’ha format
per a definir les subpoblacions leucocitaries, The ONE study,*® que ha dissenyat
un panell per al seguiment de pacients transplantats renals, i HIPC/ENTIRE,*® ¥’
que té com a objectiu l'estudi de malalties immunomediades tan

immunodeficiencies primaries com malalties autoimmunitaries, utilitzen
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marcadors molt similar. The ONE Study fa un analisi molt exhaustiu, incloent
més marcadors com sén el CD57, CD27 i CD28 en els limfocits TilgM i CD21 als
limfocits B. A més és I'linic que inclou un panell per a analitzar el TCRap i
TCRyd. Pel contrari no inclou les subpoblacions de les cél-lules NK ni les
subpoblacions funcionals dels limfocits T CD4" (Th1, Th2 i Th17) que si que
s’estudien en HIPC/ENTIRE. Cal destacar que I'Unic que inclou en el seu
protocol un rentat de la sang total per a eliminar la IgD i IgM del plasma en
I’analisi de subpoblacions B és The ONE study. Els panells utilitzats a The ONE
Study i ENTIRE tenen el gran inconvenient que estan dissenyats per a un
citometre en concret, el Navios de Beckman Coulter i LSRFortessa de Beckton

Dickinson, respectivament.

L'estudi de The Milieu interieu®™™*

r forma part d’un estudi molt més ampli, no
només de subpoblacions limfocitaries, que aportara molta informacié de
I'immunotip normal. Perd els marcadors que utilitzen (a excepcié dels
marcadors de limfocits T) no estan basats en els suggerits com a consens en els
darrers anys, i aixo fara dificil poder extrapolar els seus resultats als de la resta

d’iniciatives.

Tenint en compte tots aquests aspectes i els panells definits pels consorcis
internacionals, en aquest treball s’ha dissenyat un panell per citometria de flux
en sang total i amb els marcadors més especifics de subpoblacions
limfocitaries T i B, que ha permes poder identificar aquelles subpoblacions
limfocitaries candidates a ser possibles biomarcadors amb el principal objectiu
que sigui d’utilitat i aplicable en la practica clinica, en el seguiment de malalties

immunomediades.
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Per aixd en el disseny del panell s’ha prioritzat que es pugui realitzar en un
citometre de flux de 8 parametres, facilment aplicable a la majoria de

laboratoris.

S’ha considerat també molt important poder-ho realitzar en sang total i
utilitzant marcatge de superficie, ja que hi ha una menor manipulacié de la
mostra (i com a conseqliencia una menor alteracié de I|'expressio dels
marcadors de superficie), és més rapid, més senzill i per tant, més facil

d’aplicar-lo en la practica clinica.

Per aquest motiu, a I’'hora d’escollir el marcadors a utilitzar, per a caracteritzar
els limfocits T reguladors en hem basat en el panell de ENTIRE. Es un marcatge
de superficie, i a més, en la comparativa realitzada en el nostre laboratori es va

veure que concordava molt bé amb la tincid intracel-lular de Foxp3.

En quant a les subpoblacions minoritaries de limfocits T hem inclos CD45RA,

1%, i que han seguit, en

CCR7 i CD27 seguint el consens proposat per Appay et a
part, tant en el ENTIRE com a The ONE Study . Aquest punt és important, ja
gue ha permes diferenciar millor les subpobacions de limfocits T memoria
efectora i hem vist que en la majoria de grups de pacients que hem estudiat hi
ha variacions en les subpoblacions de limfocits T CD4" o CD8" memoria
efectora CD27" o CD27". Aixo indicaria que probablement la resposta que estan
exercint o la funcionalitat d’aquestes subpoblacions és diferent en cada tipus
de resposta immunitaria, com passa amb els diferents patrons de

2 s
36,62 p més, com que

subpoblacions que responen a les infeccions per virus.
voliem valorar també si els mecanismes de tolerancia central es trobaven
alterats, vam analitzar addicionalment el CD31 i PTK7, marcadors de superficie

per als RTEs,*® que no han estat utilitzats per cap dels consorcis.
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Pels que fa als limfocits B ens hem centrat en els marcadors utilitzats per The
ONE Study, que inclouen IgM i CD21, tot i que I'hem adaptat a un citometre de
8 parametres i s’ha dividit en dos panells, i hem aplicat també un protocol de
rentat de la sang previ a la tincié per tal d’eliminar les immunoglobulines

[liures.

A més, en aquest treball hem establert una estratégia d’analisi molt ben
definida, utilitzant controls de positivitat per a tots aquells marcadors en qué
el criteri de positivitat podia no ser clar. Sempre que ha sigut possible hem
utilitzat com a controls subpoblacions de referéncia, ja que es tracta d’'un
control intern dins del mateix panell i permet haver de tecnicar un menor
nombre de tubs, és més rapid i més funcional de cara a la seva translacié en la
practica clinica. Aixo fa que en un moment donat aquest panell pugui ser
analitzat per a diferents operadors (tant en estudis multicéntrics, com en la
rutina assistencial del laboratori) perd que tinguin els mateixos criteris per a

I"analisi.

Per tant, a I’hora de dissenyar aquesta estratégia, ho hem fet amb I'objectiu de
poder-ho aplicar també a d’altres malalties autoimmunitaries, com pot ser el
cas de l'artritis reumatoide o la psoriasis. Per al tractament de les malalties
immunomediades existeixen molts tractaments biologics amb diferents dianes
terapeutiques, com soén els anticossos monoclonals anti-TNFa, anti-IL6, anti-
IL23 o anti-CD20, entre d’altres. Poder identificar en el moment del diagnostic
diferents subgrups de pacients amb caracteristiques immunologiques que els
diferencien podria ajudar a identificar els millors candidats per a cada

estrategia terapeutica.
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En el nostre treball, 'estudi de subpoblacions minoritaries per citometria de
flux ens permet tenir una fotografia de la composicié cel-lular del sistema
immunitari en un moment donat, analitzant d’'una forma minuciosa el fenotip
limfocitari en sang periferica. Per a acabar de tenir tota la informacié del que
esta passant seria rellevant saber també com estan funcionant aquestes
cél-lules, que estan alliberant a I'entorn, és a dir com estan participant en la
resposta immunitaria en aquell moment i en aquell entorn. Actualment
aquesta informacid ens la podria donar, en part, la quantificacié de citocines.
Perd com ja s’ha comentat anteriorment, és una técnica amb una elevada
variabilitat i, a més, no ddéna informacié de quina cél-lula és la que esta
produint les citocines. També es podria fer una medicié intracel-lular pero
aquest procediment es fa en PBMCs, prévia estimulacio in vitro de les cel-lules.
Per tant, tampoc ens déna una informacié real del que esta passant, ni és un
bon biomarcador, ja que s’estan manipulant i estimulant les cel-lules del
pacient in vitro, fet que a més, genera una elevada variabilitat en els resultats.
Possiblement, la utilitzacié de nous métodes, com la proliferacié limfocitaria

| %% de futures tecnologies com la citometria de masses 2 ens

en sang tota
permetra fer un immunofenotipatge detallat de totes les subpoblacions
leucocitaries pero a més saber a nivell d’'una sola cél-lula, quines proteines esta

sintetitzant i quin grau de fosforil-lacio, és a dir d’activacid, presenta.

Les subpoblacions limfocitaries que es vagin identificant com a candidates a
ser biomarcadors, soles o conjuntament amb altres biomarcadors detectats
per altres metodologies (com pot ser la deteccié de la preséncia d’anticossos
anti-farmacs) portaran en un futur proxim a poder realitzar de manera facil i
rutinaria la immunomonitoritzacié de pacients en tractament amb diferents
terapies biologiques o immunosuprimits en la majoria dels laboratoris
d’'immunologia dels nostres hospitals. Aixd0 aportara avantatges molt

importants per al sistema sanitari en 3 vessants:
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v" Pel pacient. Poder identificar els pacients permetra tant iniciar un
tractament de manera precog, disminuint aixi les complicacions que
apareixen en estadis avancats de la malaltia. A més, es podran donar el
tractament i la dosi més adequats per a cada pacient, de manera
practicament personalitzada, disminuint aixi els possibles efectes

adversos que produeixen aquestes terapies.

v" Pel metge. La immunomonitoritzacié permetra que el metge disposi
d’una eines objectives que I'ajudaran en la presa de decisions durant el
maneig clinic del pacient, que actualment s’estan prenent en molts

casos de manera empirica.

v Pel gestor. El nombre de terapies biologiques disponibles al mercat
cada dia és més elevat. Aquests tractaments, tot i que molt eficagos,
tenen elevats preus. Poder donar el tractament adequat a cada
pacient, a la dosi que necessita per a les seves caracteristiques
intrinseques, aixi com poder detectar de forma precoc els fracassos

terapeutics és una important eina per a disminuir la despesa sanitaria.
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Conclusions

S’ha dissenyat un panell de citometria de flux reproduible,

estandarditzable i aplicable en la practica clinica, capacg de:

- detectar canvis en les subpoblacions minoritaries de sang periférica en
pacients diagnosticats de malalties autoimmunitaries

organoespecifiques.

- descriure els canvis produits per a diferents terapies
immunomoduladores i, en el cas en concret del fingolimod, diferenciar
en les fases inicials del tractament aquells pacients que responen al

tractament dels que no.

La caracteritzacié fenotipica de subpoblacions limfocitaries minoritaries en
sang periferica per citometria de flux és una eina util que permet
identificar possibles biomarcadors per al diagnostic i resposta al
tractament i que pot aplicar-se a altres tipus de malalties

immunomediades.
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