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Células supresoras de origen mieloide

Inmunidad innata: implicaciones en cancer

Células linfoides: Células mieloides:

= Linfocitos NK =  Macréfagos

= (Células linfoides innatas (ILC) = (Células dendriticas

= Linfocitos NKT = Células mieloides supresoras
Funciones:

= Efectos directos antitumorales

= Remodelado tisular

= Microambiente tumoral: citoquinas pro/antiinflamatorias,
quimioquinas, angiogénesis, metastasis

= Presentacion antigénica: colaboracion con inmunidad adaptativa
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Regulacién inmunitaria del crecimiento tumoral

‘ MYELOID CELLS ’
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Cancer-Associated Fibroblast

Goubran H et al., Cancer Growth and Metastasis, 2014
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Al Jd Células supresoras de origen mieloide

1 lmmunephenotyping wicd for ideatl of differcat subrypes of MDS

MDSC whiype  Phenctype Nuclear Suppressive  Tumee entity References
mephology  xtivity
GrMDSC cois® Poly Ve 1y
DI CDIs* N> Yes 12s]
No Yes (s0]
Pty Yes 151]
Poly Ve 1361
Foly & mono Yes 1a8]
Puly N Pancreatic adcnecarcinona  [37]
D33 COI4™ CDIS* Foly Yes NSC 149]
37 €DOG" VEGHRI™ CDI™  Ply Yes Renal carcinama 1]
Db CD33* HLA-DRS CO14™ CD66h* KD Yeu Globilastorns 1521
cons*
CDIIb CD3F" HLA-DR™* CDI4™ CD6G™ oy Yes Glioblastoma 53]
D33 HLA.DR CDé6b* Precunor  Yes HINSCE, urobogic and lang (53]
can
D3 HLA™ CDIIb® CDIS* N N Gastroin 149]
MoMDSC D14 HLA DR N e 137)
DI HLA- DR ND Yes 139
D14 HLA DR ND ND 140]
N Yer 1a1]
N ND 147
N Yes 123]
NO ND Gastoinicstinal cameer [84]
D Yes Melanoma 1381
CDI4° WaRa* N Yes Melanoma, colon earcinenna [65]
ImMe fnon- Lin™® HLA-DR™* CDL4™® CBI5™ Precomor Yes HNSCE, NSCLC, breasi (8]
MoMDSC cancer
oon Lin™* HLA-DR™® CDI3" CDIIN CDIS™ KD ND Glivblastoma 1561
GrDSC) o
A-DR™ (D33 COIBY COI™* ND ND Gastrounicstinal cancer 155)
(pancreaticn
LA DR (33" CDIN (DI Precusor Yo Colorectal cancer 157)
HLA-DR™ CD33* CDI4™E CDIs™E 8o Yes Glioblastoma 1521
CDI~* (non-  Lin™® HLA-DR™ CDI3" CDI™ Mined Ve Metastatic roml oell 161]
MoMDSCH cancinoma
Lin™® HLA-DR™ (DY CDI™ N ND Metastatic reral cell 1621
cancinons
A-DR™ CDIT* COI™ 8D ] Melanoma 159]
ADR™ CD33* CDIIB" CDIC  ND Yes Breas cancer 1660)
DI CONIb* CD3 N Perpheral v HNSCC 1581

Dumitru C et al., Cancer Inmunology and Immunotherapy, 2012
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MDSCs: células mieloides con capacidad inmunosupresora que presentan
un programa de activacidn patolégico diferente al de las células mieloides

maduras y diferenciadas de forma terminal

Condiciones patoldgicas

l

Mielopoyesis de emergencia

|

Eliminacion de amenazas potenciales

|

Resolucion
e , A
SI NO
| |

Restauracion del equilibrio Acumulaciéon de IMCs
(sin consecuencias negativas)

Regulacién inmunitaria en:

- Inflamacién crénica

- Cancer

- Infecciones

- Enfermedades autoinmunes
- Trauma

- EICH (trasplante)
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Origen MDSCs

Células supresoras de origen mieloide

Factores solubles, TK,

a Bone marrow

GM-CSF, M-CSF, |
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SCFIL3andrTy| PO Células

moléculas expresadas

Migracién érganos periféricos
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©0 ©o 00

Haematopoietic Common myeloid Immature
stem cells progenitor cells myeloid cells

! I

\\ 2 h
Macrophages  Denditic cells

Normal tissues

B, M 4

Granulocytes

Gabrilovich and Nagaraj, Nature Reviews Immunology, 2009
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Origen MDSCs
Factores solubles, TK,
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Evitan diferenciacion IMCs
Promueven acumulacién MDSCs
Inducen activacién MDSCs

Gabrilovich and Nagaraj, Nature Reviews Immunology, 2009
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Mecanismos de inmunosupresion mediados por MDSCs

Induction of
immunosuppressive cells

o | 7

IL6-12TNFa ||

Groth C et al., British Journal Cancer 2019

Secrecién de IL-10 e IFN-y
Generacién de macréfagos M2
(inmunosupresores)
Generacién de células T
reguladoras

Sl d  Mecanismos de inmunosupresion

Mecanismos de inmunosupresion mediados por MDSCs

b Impaired lymphocyte homing

CDE2L (L-selectin)

TACE Lﬂ(\Cmsz
M'MDSC PMN- MDSC
[ ﬁu

P/E selectin

Groth C et al., British Journal Cancer 2019

Alteracién de adhesidn linfocitaria a
las células endoteliales
Extravasacion por downregulation
mediada por NO de CD162 y CD44
Escision de CD62L en células T por
la enzima convertidora del factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa)
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Mecanismos de inmunosupresion mediados por MDSCs

c Free radical production

Inhibition of MDSC

N
T@w]«{m%j it o

Groth C et al., British Journal Cancer 2019

Produccidon especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) a
través de NADPH oxidasa y Oxido
nitrico sintasa

Aumento de actividad cicloxigenasa-
2 (Cox-2), el factor (HIF-1a) hipoxia
inducible, la expresion de ARG-1
Reduccidn de la expresion de TCR
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Mecanismos de inmunosupresion

Mecanismos de inmunosupresion mediados por MDSCs

d potaboic depietion

MDSC

F S —

| [ARa1] T <— % [L-arginine]
I

wm)

Groth C et al., British Journal Cancer 2019

Deplecién y degradacion intracelular
de los aminodcidos L-arginina y
cisteina a través del aumento de la
captacion via CAT2B y SLC7A11,
respectivamente
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Mecanismos de inmunosupresion mediados por MDSCs

= Induccidén de los ectoenzimas CD39 y
CD73 via HIF-1 a través de la
transformacion de TGFb

= Hipoxia que conducen a la
produccién de  adenosina y
reduccion de la  fosforilaciéon
extracelular de la kinasa ERK, Akt y

e Ectoanzymes regulating
adenosine production

[TGF-p| [Hypoxial Zap70, reduccion de la expresién de
CD95L, perforina, IFNg y TNFa en
células T

Groth C et al., British Journal Cancer 2019
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Mecanismos de inmunosupresion

Mecanismos de inmunosupresion mediados por MDSCs

f Activation of immune
regulatory molecules

Mos}"\ g7, CTLA4
1 S [(_
IRF-1]—3"§

= Expresion de moléculas reguladoras
inmunitarias B7, PD-L1, FasL

= Anergia y apoptosis a través de la
unidn a sus respectivos receptores

IFN-

.
.
.

Groth C et al., British Journal Cancer 2019
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Interacciones MDSCs — macréfagos / CDs / Treg
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Umansky V et al., Cancer Inmunology 2018
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Interacciones células neoplasicas - MDSCs

chemoatiractant
+L-arginine ‘\-‘CCL-W

Tumor cells

Umansky V et al., Cancer Inmunology 2018
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Limiting inflammation and resolution of immune responses

Millrud et al., Oncotarget, 2017

IL-10, VEGF,
IL-6, TGFB,
GM-CSF Promote
angiogenesis

Promote
metastasis
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* Caracterizacion por citometria de MDSCs
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Covim Caracterizacion por citometria

Caracteristicas fenotipicas MDSCs

Flotabilidad alterada
Plasma
o Centrifugation PRRiC 1 granulos
| cp1e, cosaL

t cp11b, cD66b

Density Gradient Medium

Density Gradient Medium

Granulocytes, Erythr es
(Density: 1.077 g/ml) YA SnEnoSs

e-MDSC CD33+ CD11b+ HLA-DR-/dim CD14- CD15-
Mo-MDSC CD33+ CD11b+ HLA-DR-/dim CD14+ CD15-
PMN-MDSC CD33+ CD11b+ HLA-DR-/dim CD14- CD15+

Control: SP individuos sanos
SP fresca (26 h) > PBMNCs
Posibilidad criopreservacion

Bronte V et al., Nature Communications, 2016

Covim Caracterizacion por citometria

Table 1| Minimal phenotypic characteristics necessary to identify cells as MDSC.

Human (in PBMC fraction) P

Total {(mixed) MDSC Not clearly determined

PMN-MDSC CD14~ CONb* CD15 * (or CD66bH)
M-MDSC CD1b* CD14+ HLA-DR®™ ~ CD1s
e-MDSC Lin~ (CD3/14/15/19/56)/

HLA-DR~/CD33*

Table 2 | Minimal functional characteristics y to identify cells as MDSC.

Human functional tests
Autologous system Allogeneic system
¢ Inhibition of anti-CD3/CD28 (or PHA)  « Inhibition of proliferation or IFN-y
induced T-cell proliferation or_IFN-y production by T cells (in ELISA, ELISPOT or
production (in ELISPOT or by intracellular_ by intracellular staining) by the addition of
staining) by the addition of candidate selected MDSC populations
MDSC populations
« Improved T-cell proliferation after
removal of candidate MDSC populations

Bronte V et al., Nature Communications, 2016
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Caracterizacion por citometria

Citometria
Table 3 | Biochemical and molecular p ters iated with MDSC characterization.
Class of bit technology  Mainly found in
Transcription factors and apoptotic regulators 1 IRF8* EC. P MDSC
Phospho-STAT3" PTM (EC, ELI), FA MDSC
cEBF/B* ELL P T FA MDSC
S100A8/9" ELILEC, IHC, R T MDSC
RB I, P, TEC M-MDSC > PMN-MDSC
Phospho-STATS PTM (EC, IHC, P), FA MDSC
ROR/RORC1 B P PMN-MDSC
SXBP, CHOP P MDSC
Genes and molecules contributing to the ARG1* EFCHCPT M-MDSC
immune-regulatory activity NOS2/NO* ECIFIHC, P T M-MDSC
NOX2/ROS* EECPT PMN-MDSC
PNT/RNS* PTM (IHC), E, EC. MDSC
VEGF EC,IHC MDSC
PGE; ELI M-MDSC
PD-L1 ECPRT MDSC
Cytokines and receptors IL-10* ELLEC T MDSC
TGFp* ELLEC TP M-MDSC
IL-4R (CD124)* KT M-MDSC
Cytokines involved in MDSC development
These cytokines are not produced by MDSC. GM-CSF ELLT MDSC
However, they are important for the evaluation of G-CSF ELLT PMN-MDSC
MDSC microenvironment. 13 e} M-MDSC
-1 ELI MDSC

Bronte V et al., Nature Communications, 2016
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Algoritmo de identificacion de MDSCs

Expansion of the size of No

conditions

Yes

Typical Yes
phenotype of |
PMN-MDSC or
M-MDSC
as described in table 1

lNo

Not MDSC
Evaluate for markers
of macrophages,
eosinophils, DCs

myeloid compartment as | ——» Not MDSC
compared with normal

as described in table 2

lNo

Biochemical and
molecular MDSC
markers
as described in table 3

iwo

Not MDSC
Most likely neutrophils,
eosinophils or monocytes

Bronte V et al., Nature Communications, 2016

Caracterizacion por citometria

Immune suppressive | Yes
activity — ™

MDSC-like cells

03/05/2022
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Citometria d

STEP 1 ; STEP 2 . STEP 3
10 MDSCs (8 colores) g: S

FSC/SSC
Live/Dead
HLA-DR
CDh14

MDSC3
- Lin HLADRICOY'

CD15 E sm e
cD124 ) . &e
Lin- (CD3/CD14/CD19/CD56) {@g “.-
CD33 Tesen . rsoa _' Trsca ) AtoR”
CD11b s 3E-°z
_w,::s:;p.‘.-
5 »

Mandruzzato S et al., Cancer Immunology and Immunotherapy, 2016 A

* MDSCs en neoplasias hematoldgicas
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Palumbo GA et al., International Journal of Molecular Sciences, 2019
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s d MDSCs en neoplasias hematoldgicas
Linfoma del manto 52,5 -
100 gos —
LLC-B 34,5 .
Linfoma Hodgkin 20,3 =
w
Linfoma folicular 29,3 §
=
LDCG-B 27,2 g
Mieloma multiple 17,2
GMUS 11,1 L
L
Neoplasias mieloproliferativas Phi- 9,3 ¥
Figure 1. Comparison of peripher: culating monocytic myeloid derived suppressol

ols and patients affected by hematological malig
fiption in the main text).

LH Predictor independiente de resultados
Estadios avanzados (reduccion tras ABVDx6)
Progresion

LF Peores resultados

Peores resultados
Menor supervivencia libre progresion

LDCG-B

LM Peores resultados

LLC-B Progresion
Proliferacion

A4 MDSCs en neoplasias hematoldgicas

Citometra o

Inmunosupresion
Mal pronéstico
Mejor correlacién con resultados

Mal pronéstico

Mal pronéstico

Mal pronéstico

MM / MGUS  Enfermedad activa Inmunosupresion
Resistencia a tratamiento
MPN Respuesta al tratamiento Respuesta al tratamiento
LMA / SMD Peor prondstico Peor prondstico Inmunosupresion
Presencia ERM
LLA Respuesta clinica

Presencia ERM

Palumbo GA et al., International Journal of Molecular Sciences, 2019

Bewersdorf JP & Zeidan AM, Expert Review of Anticancer Therapy, 2022

Damuzzo V et al., Cytometry B, 2015
Pyzer AR et al., Blood, 2017
Wang L et al., Oncoimmunology, 2018
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Estrategias con MDSCs como diana: mejora inmunoterapias por diferentes mecanismos

Funcion MDSCs Maduracién MDSCs Deplecion MDSCs

inhibidores fosfodiesterasa ATRA agentes QT convencionales

nitroaspirinas vitaminas A o D3 (gemcitabine, fludarabine,

triterpenoides sintéticos IL-12 cyclophosphamide)

inhibidores de Cox2 nuevos agentes inmunes

inhibidores de Argl Diferenciacion PMN-MDSCs  (daratumumab)

anticuerpos anti-glicano

inhibidores IL-17 N-Bifosfonatos Afectan viabilidad MDSCs
moduladores de TK Ejercen efectos off-target

Restauracion actividad T inhibidores de STAT3

Accidn sobre programa
transcripcional

Palumbo GA et al., International Journal of Molecular Sciences, 2019

SCs en neoplasias hematoldgicas

Citometria

Conclusiones

Las MDSCs son clave en la regulacién de la respuesta inmunitaria en
diversas condiciones patoldgicas

La interaccién entre MDSCs, células inmunitarias y células neoplasicas
se produce en ambas direcciones y se retroalimenta

La citometria de flujo permite caracterizar diferentes subpoblaciones
de MDSCs

Se recomiendan ensayos funcionales y determinacién de parametros
bioquimicos y moleculares para completar la caracterizacion de MDSCs
Las MDSCs estan implicadas en la mayoria de neoplasias
hematoldgicas, proporcionan informacion sobre la respuesta,
progresién y/o el prondstico de la enfermedad

03/05/2022
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