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Resumen

La Leucemia Linfoide Crdnica (LLC) es una neoplasia caracterizada por la acumulacién de
Linfocitos B (LB) maduros en sangre periférica, médula ésea y érganos linfoides secundarios
(OLS). Es la leucemia mas frecuente en adultos de paises occidentales, y afecta principalmente a
individuos mayores de 50 afios. Esta enfermedad presenta una evolucidn clinica heterogénea,
donde si bien hay un grupo de pacientes que se mantienen con una LLC estable desde su
diagndstico sin requerir tratamiento, existen otros que debutan o progresan con una enfermedad
mas agresiva, observandose con frecuencia resistencia o recaidas posterior a la terapia. Por lo
qgue, en la actualidad la LLC sigue considerdandose una patologia incurable. El estudio de los
mecanismos moleculares que conllevan a la progresion de la enfermedad permite identificar
nuevos blancos terapéuticos que podrian redundar en el hallazgo de un mejor tratamiento que
cure definitivamente esta leucemia y/o mejore la calidad de vida de los pacientes.

El microambiente tumoral juega un rol fundamental en la fisiopatologia de la LLC. La
interaccion de células no B con el linfocito leucémico provee sefiales que conlleva a la sobrevida
y/o proliferacién del clon tumoral. En el afio 2005, Messmer y col. describieron que en la LLC
existe una subpoblacidn celular con alta capacidad proliferativa. Acorde con esto, nuestro grupo
identificd en la sangre periférica de pacientes con prondstico desfavorable la presencia de una
fraccion proliferante (FP) con un activo cambio de clase y expresion de la enzima deaminasa de
citidina inducida por activaciéon (AID). Posteriormente, otras FPs expresando la enzima AID como
una seial de activacidn linfocitaria también han sido descritas en pacientes con mala evolucion
clinica. Y dado a su actividad mutagénica, AID ha sido asociada a la generacidon de mutaciones
puntuales en el ADN y translocaciones cromosdmicas en linfomas de células B. La presencia de
estas FP con una expresién andmala de AID en la sangre periférica de pacientes con una
enfermedad progresiva nos lleva a hipotetizar que esta enzima podria estar relacionada con el
origen de las aberraciones cromosémicas de mal prondstico en la LLC.

En este trabajo demostramos que la FP IgMP°/IgGP° se asocia al desarrollo de una
enfermedad mds agresiva y que esta subpoblacion pareciera ser la primera en adquirir la dell11q
gue conlleva a la pérdida del gen ATM, siendo dicha alteracion cromosdmica asociada a la
refractariedad terapéutica en la LLC. De igual manera, nuestros resultados muestran que las FP y
la expresion de AID se ven afectados por el tratamiento con Ibrutinib, un inhibidor de la enzima
tirosina quinasa de Brutén que ha sido recientemente aprobado por la FDA para el tratamiento
de la LLC. Ademas, los resultados de esta tesis proveen datos originales sobre un mecanismo
alternativo al previamente descrito para esta droga sobre el clon leucémico. Demostrando asi
qgue la disminucién de la enzima AID luego del tratamiento con ibrutinib estaria originada en la
desactivacion de la via IL-4/JAK/STAT6.

En una segunda parte de la tesis nuestros esfuerzos fueron dirigidos al estudio del proceso
inflamatorio en los pacientes progresores con LLC y como moléculas implicadas en la activacion
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Resumen

del inflamasoma podrian convertirse en nuevos blancos terapéuticos. Si bien, la presencia de un
microambiente tumoral activado favorece el desarrollo de una LLC mas agresiva. También ha sido
descrito una paraddjica regulacion del sistema inmune en esta leucemia, donde una modulacion
negativa de la respuesta inflamatoria puede promover el crecimiento tumoral y tolerancia
inmunoldgica. En este sentido nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de la proteina
TMEM176A conlleva a menos actividad del inflamasoma y resistencia a la piroptosis en la LLC,
postulando la hipétesis de que las células tumorales de pacientes con un desarrollo agresivo de
LLC podrian aumentar la expresion de TMEM176A para escapar de la muerte celular programada.
Finalmente, este trabajo propone que la modulacién farmacolégica de TMEM176A podria ser
utilizada como un complemento junto con drogas como Venetoclax o lbrutinib en la terapia para
esta leucemia. Los resultados en células humanas leucémicas, asi como en un modelo murino de
LLC, mostrados en este trabajo de tesis proveen un aporte racional a esta hipdtesis y dejan
planteada una nueva perspectiva terapéutica para esta leucemia.
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1. Leucemia Linfoide Cronica

1.1 Generalidades

La Leucemia Linfoide Crdnica (LLC) es una neoplasia caracterizada por la acumulacién
lenta y progresiva de pequenos linfocitos B (LB) maduros, clonales, CD5 positivos en sangre
periférica (SP), medula ésea (MO) y érganos linfoides secundarios (OLS) (Rozman et al., 1995;
Hallek, 2020). La presentacion clinica de esta leucemia es sumamente heterogénea.
Generalmente, un grupo de pacientes debuta con una enfermedad indolente, definida por
linfocitosis que se mantiene estable al pasar de los afos sin requerir tratamiento; mientras que
otros presentan una LLC agresiva caracterizada por un rapido incremento de la linfocitosis y
posible presencia de linfoadenopatias y citopenias, por lo que deben ser tratados de inmediato;
y un tercer grupo en el cual la enfermedad se mantiene estable por meses o afios, para luego
progresar (Dighiero, 2003). Los ultimos dos grupos de paciente significan un gran desafio para los
médicos, en ellos es vital contar con factores prondstico que ayuden a identificar de forma
temprana los casos de mayor riesgo, y predecir el tratamiento mas adecuado. Si bien, en los
ultimos 10 afios la inclusidn de las nuevas terapias dirigidas ha revolucionado el tratamiento de
la LLC, en la actualidad sigue considerdandose una patologia incurable dado que no existe un
tratamiento que permita la completa remision de la enfermedad en todos los casos (Kipps et al.,
2017; Burger & O’Brien, 2018; Fiirstenau, Hallek & Eichhorst, 2019).

La mayoria de los pacientes con LLC son asintomaticos al momento del diagndstico, y mas
de % son el resultado de un hallazgo incidental en un hemograma de rutina (Dighiero and
Hamblin, 2008). Sin embargo, la LLC puede tener una amplia gama de presentacion clinica, los
sintomas mds comunes incluyen fatiga, pérdida involuntaria de peso, diaforesis profusa nocturna
e incremento de infecciones (Burger & O’Brien, 2018). Algunos individuos cursan con citopenias
autoinmunes (por ejemplo, anemia hemolitica autoinmune o purpura trombocitopénica
idiopdtica) y al examen fisico es frecuente hallar linfoadenopatias (facilmente palpables en 3
regiones: cervical, axilar e inguino-femoral), hepatomegalia y esplenomegalia.

En cuanto a su epidemiologia, la LLC es la leucemia mas frecuente en adultos de paises
occidentales, afectando principalmente a individuos mayores de 50 afios (Dighiero and Hamblin,
2008). El riesgo de desarrollar esta neoplasia B es 2 veces mayor en hombres que en mujeres, e
incrementa con la edad (Kipps et al., 2017). Acorde con datos de la Sociedad Americana contra
el Cancer (Siegel et al., 2020) para el afio 2020 se estiman 21040 casos nuevos de LLC (12930 en
hombres y 8110 en mujeres) en los Estados Unidos, y se generaran 4060 muertes aproximadas
en dicho pais a causa de esta patologia. La incidencia varia segun las regiones geograficas, asi
como la composicion étnica de la poblacidn. En paises occidentales oscila entre 3,5/100.000/afio
(Estados Unidos) y 6/100.000/afio (Reino Unido). En lo que refiere a Uruguay, se observan valores
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semejantes de incidencia de 5,2/100.000/afio con una edad promedio de diagndstico de 70 para
hombres y 74 para mujeres (Moro et al-. 2009; Bianchi et al., 2010).

1.2 Diagndstico y Estratificacion Clinica

En la mayoria de los casos el diagndstico de LLC es establecido a través de:

- Hemograma: linfocitosis > 5x10°/L de LB mantenida al menos por 3 meses.

- Frotis de sangre periférica: Linfocitos maduros con escaso citoplasma, denso nucleo,
dificultad para discernir nucleolos y agregados de cromatina.

- Inmunofenotipo: La clonalidad de los linfocitos debe ser confirmada mediante citometria
de flujo. Tipicamente las células de LLC co-expresan el antigeno CD5, caracteristico de la
superficie de células T, junto a los antigenos de linfocitos B CD19, CD20y CD23. En la LLC
los niveles de inmunoglobulina (lg) de superficie, de CD20 y de CD79 son mas bajo que
aquellos encontrados en una célula B normal. Las células tumorales expresan
restrictivamente una sola cadena liviana de Ig. Recientemente se ha llegado al consenso
gue un panel constituido por CD19, CD5, CD20, CD23, k, y A son suficientes para establecer
el diagndstico. Y en aquellos casos en los cuales el diagndstico no sea claro es
recomendable agregar los marcadores CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10, o ROR1
(Rawstron et al., 2018).

- Biopsia de MO: Aunque no es requerido para establecer el diagnéstico de LLC, en algunos
casos se realiza biopsia de MO, la cual usualmente muestra hipercelularidad dado a un
incremento de linfocitos de apariencia madura. Cuatro tipos de patrones han sido
descritos: nodular, intersticial, mixto (nodular e intersticial) y difuso. Siendo este ultimo
asociado con un estado avanzado de la enfermedad. Ademas, la MO usualmente presenta
disminucién de células de origen mieloide y eritroide.

A mediados de los afios 70 Rai y col. propusieron una clasificacién anatomo-clinica de
pacientes con LLC con 5 niveles (0, I, Il, Il y IV) (Rai et al., 1975), que luego fue modificada para
reducir el nimero de estadios de 5 a 3 (Rai et al.,1987). La clasificacién modificada de Rai permite
definir a los pacientes de bajo riesgo, (estadio 0 de Rai), pacientes con riesgo intermedio (estadio
| o Il de Rai) y enfermedad de alto riesgo (estadio Il o IV de Rai). Afios mas tarde Binet y col.
realizaron otra clasificaciéon que permitié subdividirlos en tres grupos prondstico: bueno (estadio
A), intermedio (estadio B) y severo (estadio C) (Binet et al. 1977). Ambas clasificaciones se basan
en la evaluacidn de la linfocitosis, tamano de los nddulos linfaticos, deteccion de organomegalia
y presencia o ausencia de anemia o trombocitopenia. La clasificacion de Binet y Rai estan
directamente relacionadas con la sobrevida de los pacientes, siendo aquellos con estadio Binet
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A o Rai 0 los que presentan una sobrevida media de mas de 10 afios. Los pacientes con estadio
Binet B o Rai I/Il presentan una sobrevida media de entre 5 a 7 afios, mientras aquellos que
presentan una menor sobrevida, de aproximadamente 3 afios son los de estadio Binet C o Rai
[1/1V (Hamblin, 2007). En la actualidad, ambas clasificaciones son usadas indistintamente y las
dos procuran un sistema sumamente simple, que requiere test de laboratorios sencillos y que
permiten tanto el disefio de estudios clinicos como de estrategias terapéuticas.

1.3 Factores Pronosticos

Si bien las clasificaciones de Rai y de Binet ayudan a estratificar los pacientes de acuerdo
con el riesgo de la enfermedad, ante la gran diversidad de nuevas terapias, estos sistemas de
estratificacidon se han vuelto insuficiente para identificar subgrupos de pacientes que se podrian
beneficiar de un tratamiento en particular. Por tal motivo, se han generado nuevos factores
prondsticos basados en caracteristicas genéticas, moleculares y bioquimicas de la LLC que
proveen informacién adicional (Parikh et al., 2016). Los biomarcadores mas relevantes son el
estado mutacional de las cadenas pesadas de inmunoglobulina (Perfil mutacional IgVH),
concentracién de f2-microglobulina plasmatica, presencia de del(17p) o mutaciéon TP53 (Hallek
et al., 2018).

En la préctica clinica este conjunto de marcadores estd englobado en el CLL-IPI (indice

Pronéstico Internacional para la LLC), el cual clasifica a los pacientes en 4 grupos con diferente
sobrevida global a 5 afos (International CLL IPI working group, 2016) (Tabla 1).

Valor CLL-IPI | Categoria CLL-IPI

Consecuencia clinica potencial

Bajo riesgo 93,2% No tratar

Riesgo intermedio 79,3% No tratar, excepto si la enfermedad es
realmente sintomatica

Alto riesgo 63,3% Tratamiento indicado, excepto si la
enfermedad es asintomatica

Muy alto riesgo 23,3% Si se necesita tratar, usar terapias dirigidas o
tratamientos bajo evaluacién en estudios
clinicos. Evitar quimioterapia

Tabla 1 CLL-IPI. El indice Prondstico Internacional para la LLC (CLL-IPI) clasifica a los pacientes en 4 grupos, asignandole un valor
a los factores adversos de 5 marcadores prondsticos individuales, el que mayor puntaje tiene es la presencia de delecién o
mutacién en TP53, a cual se le asigna 4 puntos; mientras que un perfil IgVH No mutado o un valor de B2-microglobulina >3.5
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mg/L reciben 2 puntos, por Gltimo una edad mayor de 65 afios o estadio RAI o Binet intermedio o alto son ponderados con 1.
La sumatoria de cada uno de estos puntajes determinan el valor CLL-IPl y en qué categoria de riesgo se encuentra el paciente,
lo cual define si amerita o no tratamiento. Un dato importante es que a medida que aumenta el CLL-IPI la sobrevida global (SG)
a 5 afos va decayendo, pasando de ser un 93,2% en la categoria de bajo riesgo a 23,3% en la de muy alto riesgo (Modificado
de Hallek, 2020).

Una de las principales ventajas de este indice es que identifica con mds certeza a aquellos
pacientes que no requieren tratamiento (Hallek, 2020). Ademas, al englobar varios parametros
permite diferenciar entre grupos de riesgos que antes no era posible, por ejemplo, logra
distinguir pacientes con del(17p) con alto riesgo y con muy alto riesgo (International CLL IPI
working group, 2016), lo cual permite generar una atencién mas dirigida de acuerdo con la
necesidad de cada grupo de paciente.

1.3.1 Perfil Mutacional IgVH

Una cascada de sefalizacion clave en la biologia de los LB es la mediada a través de su
receptor (BCR), el cual esta formado por una inmunoglobulina de superficie asociada a moléculas
accesorias que facilitan y amplifican la sefial. Una vez unido a su antigeno, el BCR inicia un proceso
de refinamiento de la afinidad antigeno-anticuerpo que comienza a través de mutaciones
puntuales generadas por la enzima deaminasa de citidina inducida por activacién o del inglés
"activation induced cytidine deaminase" (AID), por lo que el secuenciando del gen IgVH posibilita
determinar si el linfocito adquirié o no mutaciones somaticas.

En el afio 1994 Schroeder y Dighiero sugieren que la LLC es una enfermedad heterogénea
en donde el proceso tumoral puede originarse, ya sea en linfocitos B memoria o linfocitos B
virgenes (Schroeder and Dighiero, 1994). En este trabajo se muestra que por lo menos el 50% de
los pacientes expresan IgVH con una homologia menor al 98% con su configuraciéon germinal,
mientras que en el resto la homologia es 298%.

Posteriormente, este concepto de heterogeneidad molecular es reafirmado con los
trabajos de Hamblin y col. (Hamblin et al., 1999) y Damle y col. (Damle et al., 1999). Ambos
estudios demuestran que, pacientes con IgVH no mutado (IgVH No mut) (298% de homologia)
tienen una sobrevida media de 8 afios, mientras que aquellos con IgVH mutados (IgVH Mut)
(Homologia <98%) la sobrevida media es de 25 afios. A partir de entonces, el perfil mutacional
IgVH surge como el principal factor prondstico en la LLC, y recientemente en el afio 2017, se
incluyd en el algoritmo terapéutico (Fig. 2) para identificar pacientes que podrian beneficiarse
con las nuevas terapias disponibles.
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1.3.2 B2-microglobulina

Varios estudios han mostrado que marcadores séricos, tales como niveles solubles de
CD23 (Reinisch, et al., 1994; Sarfati, et al., 1999), timidina quinasa y f2-microglobulina (Hallek, et
al., 1995) estan asociados con sobrevida global o sobrevida libre de progresién en pacientes con
LLC. De estos, solo la P2-microglobulina se ha mantenido como un factor prondstico
independiente en varios estudios multiparamétricos (Hallek et al., 2018).

B2-microglobulina es parte del dominio extracelular del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | (MHC-I), y ha sido sugerido que niveles elevados de esta molécula
podria generar expresion anémala del MHC-I produciendo asi un menor reconocimiento de las
células leucémicas por parte del sistema inmune (Hallek et al., 1995). Por lo tanto, valores séricos
de B2-microglobulina >3.5 mg/L se ha asociado con una LLC mas agresiva.

1.3.3 Lipoproteina Lipasa

La lipoproteina lipasa (LPL) es una proteina N-glicosilada que es capaz de hidrolizar
triglicéridos a partir de quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (Felts et al.,1975).
En la LLC, diferentes grupos han descrito que LPL estd diferencialmente sobre expresada en
pacientes un perfil IgVH No Mut, asociandose a un prondstico desfavorable (Oppezzo et al., 2005;
Vasconcelos et al., 2005). A partir de estas observaciones, multiples evidencias han confirmado
gue la expresién de LPL a nivel de ARN mensajero es uno de los marcadores moleculares mas
robusto en la LLC (Rombout et al, 2016). Mas recientemente, nuestro grupo demostré que la
presencia de LPL en el clon leucémico tiene dos origenes: 1) transcripcidén activa de la proteina
gue ocurre principalmente en pacientes con perfil IgVH No Mut y, 2) una fuente externa donde
LPL pareciera ser internalizada a partir del plasma (Prieto et al.,, 2018). Ademas, en dicho
manuscrito sugerimos un nuevo método de identificacién de esta proteina a través de citometria
de lujo.

1.3.4 Alteraciones Cromosdmicas

En la LLC, a diferencia de otras patologias hematoldgicas, no existe una translocacién
cromosdmica que la caracterice. Sin embargo, Dohner y col. demostraron que el 82% de los
pacientes con LLC presentan aberraciones cromosdmicas que pueden ser detectadas usando la
técnica de hibridacién fluorescente in situ (FISH) (Dohner et al., 2000). La alteracidn citogenética
mas frecuente encontrada en la LLC es la del(13g14), identificada en un 55% de los pacientes,
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seguida por la del(11g22-23) en un 25% de los casos, trisomia 12 en un 10% a un 20%, mientras
gue la menos frecuente es la del(17p13), identificada sdlo entre 5%- 8% de los pacientes (Hallek,
2019).

Ladel(13g14) se asocia a buen pronéstico, y es diagnosticada principalmente en pacientes
con un perfil IgVH Mut (Déhner et al., 2000). Diferentes trabajos han demostrado que la ausencia
de este fragmento de ADN produce pérdida de los microARNs 15a y 16-1(Calin et al., 2002;
Cimmino et al., 2005).

En lo que respecta a la trisomia del cromosoma 12 no se ha demostrado una relacién
directa entre los genes involucrados y la patogénesis de la LLC (Hallek, 2019). Sin embargo,
trabajos como los de Ballatti y col. muestran que pacientes con trisomia 12 presentan una mayor
frecuencia de mutaciones en NOTCH1 asociado a menor sobrevida global (Ballati et al., 2012). En
contraste, Seiffert y col. describieron el mismo afo que la incidencia de esta alteracion
cromosémica no incrementa con estados avanzado de la enfermedad (Seiffert et al., 2012),
ademas ha sido demostrado que las células leucémicas con trisomia 12 expresan altos niveles de
CD20 (Tam et al, 2007) y raramente presentan mutaciones en TP53 (Zenz et al., 2010). Ambas
observaciones podrian relacionarse con un pronéstico favorable de la enfermedad. Por ende, hoy
en dia el valor prondstico de la trisomia 12 en la LLC sigue siendo controversial.

Por su parte, la del(11g22-23) se asocia a un perfil IgVH No mut y a un prondstico
desfavorable (Stilgenbauer et al., 2002). Varios estudios han mostrado baja sobrevida global y
remisiones mds cortas en comparacién con aquellos pacientes que presentan dell3q, trisomia
12 o FISH sin alteraciones (Dohner et al., 2000; Marasca, et al. 2013). En la regidn escindida se
ubican dos de los genes mas importantes asociados a la fisiopatologia de la LLC, éstos son ATM
(Gen mutado de la ataxia telangiectasia) y BIRC3 (‘Baculoviral IAP Repeat Containing 3’). Cuando
ocurre ruptura de doble hebra (DSB) en el ADN la proteina ATM sincroniza varias vias de
sefializacidn involucradas en la reparacion del ADN, arresto de ciclo celular y apoptosis (Stankovic
and Skowronska, 2013), de aqui su importancia en el mantenimiento de la integridad del genoma.
ATM activa directa e indirectamente a p53 y en consecuencia la mayoria de las drogas citotdxicas
requieren que la via ATM/p53 esté intacta para que puedan ser efectivas.

La del(17p13) incluye la regién donde se localiza el gen TP53, y es la alteracidn
cromosémica que tiene peor prondstico y menor sobrevida (Stilgenbauer et al., 2002). Estos
pacientes muestran una marcada resistencia a la quimioterapia, abarcando entre el 30-50% de
los casos refractarios a Fludarabina, y cuya respuesta no mejora cuando se combina con un
anticuerpo anti-CD20 (Hallek et al.,2010). La mejor respuesta en estos pacientes se ha obtenido
con el inhibidor de la BTK (Tirosina quinasa de Brutén) y el anti-Bcl2. El 80% de los casos con
del(17p13) muestras mutaciones de TP53 en el alelo remanente, y también es posible encontrar
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mutaciones en este gen sin la presencia de la delecidén, en cuyo caso el prondstico es similar
(Seiffert et al., 2012).

De acuerdo con datos publicados por Baliakas y col. es posible identificar en un 16% de
los casos un cariotipo complejo, el cual se define por la presencia de 3 o0 mas anormalidades
cromosdémicas, asociandose a peor prondstico (Baliakas et al., 2014). Dada la importancia y el
impacto que tienen las distintas alteraciones cromosémicas en el prondstico de la LLC, la técnica
de FISH es un estudio necesario para categorizar a los pacientes en los diferentes grupos de
riesgo, y de esta manera poder definir intervalos de seguimiento y/o el tratamiento mas
adecuado.

1.4 Tratamiento

La decisidn de iniciar tratamiento depende de la presencia o no de una enfermedad
activa. Pacientes asintomadticos con estadios Binet A-B o Rai O-ll no tienen indicacién de
tratamiento y deben ser monitoreados en intervalos de cada 3-12 meses (Kipps et al., 2017). En
cambio, aquellos individuos que presentan Binet C, Rai lll-IV o sintomas de enfermedad activa
deben iniciar tratamiento. La eleccién de la terapia mas adecuada depende también de la
presencia de otros factores prondstico, comorbilidades asociadas que afecten el estado general
del paciente y si recibid tratamiento previo.

La quimio-inmunoterapia (CIT) ha sido la primera linea de tratamiento de la LLC por
mucho tiempo. Sin embargo, con el advenimiento de nuevas drogas que tienen como blanco
inhibir vias que promueven la proliferacién o sobrevida de clon tumoral, esta tendencia ha ido
cambiando. En los ultimos afios han sido publicados varios estudios donde se compara la CIT
contra los nuevos agentes, y estos ultimos han mostrado superioridad en varios grupos de
pacientes, especialmente en aquellos con alto riesgo (Burger, et al. 2015; Roberts, et al., 2016;
Woyach, et al., 2018; Moreno, et al., 2019). Aunque la CIT pareciera ir perdiendo importancia en
el tratamiento de LLC, en la actualidad sigue jugando un rol central en los pacientes con IgVH
Mut, en cuyo caso la combinacién de fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR) produce
importantes sobrevidas libres de progresién (SLP) en casi el 50% de los pacientes, con posibilidad
de cura en aquellos casos donde no se ha tenido recaida mas alla de los 10 afios (Fischer et al.,
2016; Thompson et al., 2016).

En la figura 1 se resumen las terapias dirigidas que estan actualmente aprobadas en la LLC.
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Fig.1 Terapias dirigidas en la LLC. En negrita se pueden observar los inhibidores ya aprobados para el tratamiento de la LLC,
y en gris moléculas que se encuentran aun bajo investigacion (Modificado de Firstenau, Hallek y Eichhorst, 2019). a) Entre
las primeras terapias dirigidas usadas en el tratamiento de la LLC se encuentra el Rituximab, un anti-CD20, el cual fue el
primer anticuerpo monoclonal en ser aprobado por la U.S. Food and Drug Administration (FDA). Rituximab actia uniéndose
a CD20 en la superficie del LB, lo cual permite la eliminacion de los linfocitos a través de citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) y por induccién directa de la apoptosis (James and
Kipps, 2011). Posteriormente se dasarrollé obinutuzumab, un anti-CD20 de segunda generacion. En la actualidad, esta
aprobado el uso de ambos anti-CD20 en combinacidn con otras drogas para el tratamiento de la LLC (Firstenau, Hallek y
Eichhorst, 2019). b) Idelalisib es un inhibidor de la isoforma delta de la enzima fosfoinositol 3-quinasa (PI3K). En contraste a
las otras isoformas de PI3K, PI3K& es expresada selectivamente en células hematopoyéticas. Al inhibir a la proteina PI3KS,
Idelalisib bloquea varias vias de sefializacion celular involucradas en el mantenimiento de la viabilidad y proliferacién de la
célula B leucémica (Zirlik and Veelken, 2018). c) Por su parte el ibrutinib es un inhibidor irreversible de la BTK. Existe
evidencia que mas alla de su efecto directo sobre la proliferacién del clon tumoral, ibrutinib es capaz de modular el
microambiente tumoral para revertir mecanismos de evasion inmune (Charalambous, Schwarzbich & Witzens-Harig, 2018).
d) Venetoclax es una molécula pro apoptética, el cual inhibe a la proteina BCL2 promoviendo asi la muerte del clon
leucémico, al ser un mecanismo rio debajo de p53, esta terapia ha tenido gran éxito en aquellos pacientes con pérdida o
mutacién en TP53 (Fiirstenau, Hallek y Eichhorst, 2019).

Dentro de las nuevas moléculas, las que mayor impacto clinico han tenido se encuentran
los inhibidores de la via de sefializacion del BCR, y dentro de estos los destinados a bloquear a la
enzima PI3K (ldelalisib) o a la tirosina quinasa de Brutén (lbrutinib, Acalabrutinib). Datos
provenientes del estudio clinico llevado a cabo por el NIH (Instituto Nacional de Salud — Estados
Unidos) donde se evalué ibrutinib en primera linea para el tratamiento de la LLC muestran que
pacientes con del(17p) o mutacion en TP53 presentaron una SLP a cinco afios de 74,4%, y aquellos
casos negativos tanto para TP53 como para del(17p) la SLP fue de 100% (Ahn et al., 2018). A partir
de estos resultados prometedores se recomienda que aquellos pacientes con alteraciones en p53
deberian recibir ibrutinib como primera linea de tratamiento, asi como para aquellos casos que
sean negativos para ambas alteraciones, pero que presente un perfil IgVH No Mut. Mas
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recientemente, en abril 2020 la FDA (‘U. S. Food and Drug Administration’) aprobd el uso
combinado del ibrutinib y Rituximab para el tratamiento de primera linea en la LLC basado en los
resultados del estudio clinico E1912 (Shanafelt et al., 2019).

De igual manera el venetoclax, un bloqueante de la proteina anti-apoptdtica 2 asociada
a linfoma B (BCL-2); al estimular la muerte celular de una manera independiente de p53 se ha
convertido en una de las terapias con mayor éxito, sobre todo en aquello pacientes con dell7p
(Furstenau, Hallek y Eichhorst, 2019). El estudio clinico MURANO donde se compard Venetoclax
+ Rituximab versus CIT (Bendamustina + Rituximab) en pacientes con LLC refractaria, mostré una
SLP a 2 aiios de 84,9% en los pacientes que recibieron Venetoclax + Rituximab, frente a un 36,3%
del otro brazo del ensayo (Seymour et al., 2018).

Basado en todos estos nuevos resultados, en el 2020 el grupo de Hallek propone un
algoritmo actualizado en el tratamiento de primera linea en LLC, el cual se resumen en la Fig. 2.
Si bien, la ultima década ha generado grandes avances en el tratamiento de la LLC, informacién
adicional es requerida para determinar si los nuevos agentes deben ser usados en monoterapia
o0 en combinacidn, y cual es la terapia secuencial mas recomendada. Este ultimo punto es
sumamente importante para ofrecer el mejor manejo a los pacientes refractarios.

Sintomas de enfermedad NO Observacion
activa o Binet C,Rai lll-IV? L "watch and wait"
Progresion a6
S

?Presencia de del(17p) o Ibrutinib o venetoclax + obinutuzumab
? mutacién en TP53? S| » 0 |de!all§|b i rituximab (Sl hg){ contra
indicaciones para ibrutinib)

" ®
l Favorable L
4
Y Perfil IgVH? Mutado—-(  Condicion fisica FCR g;l;?r:baﬁ%)
le.
No Mutado Desfavorab ¢

@ Venetoclax + obinutuzumab o
Favorable ibrutinib o FCR clorambucilo + obinutuzumab o
(BR >65 afios) ibrutinib

Condicién fisica

Desfavorable

Y

Venetoclax + obinutuzumab o ibrutinib
o clorambucilo + obinutuzumab

Figura 2. Primera linea de tratamiento en la LLC. La decision de iniciar tratamiento depende de si hay o no de una enfermedad
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activa. En pacientes asintomaticos con estadios Binet A-B o Rai O-Il no esta indicado tratamiento y se recomienda ser
monitoreados en intervalos de cada 3-12 meses. En cambio, aquellos individuos que presenten Binet C, Rai Ill-IV o sintomas de
enfermedad activa deben iniciar tratamiento, cuya decisién de la terapia mdas adecuada serd basado tomando en cuenta el estado
de p53, perfil mutacional IgVH, presencia de comorbilidades y edad del paciente. Para aquellos pacientes con del17p o mutacién
en TP53 se recomienda el tratamiento con ibrutinib o venetoclax+anti-CD20. Si p53 no estd comprometido, pero presenta un
perfil IgVH No Mut, hay dos escenarios, si el paciente tiene un buen estado general se recomienda ibrutinib o en su defecto FCR,
o Bendamustina + Rituximab (BR) si es mayor de 65 afos, por el contrario, si tiene comorbilidades asociadas que contraindiquen
el uso del ibrutinib, la primera recomendacién es Venetoclax + Obinutuzumab. Por su parte los pacientes con perfil IgVH Mut
podrian ser buenos candidatos para CIT, teniendo en cuenta que la SLP en este grupo de pacientes tratados con FCR es >10 afios
en casi el 50% de los pacientes. Si el paciente con IgVH Mut no es candidato para CIT o ibrutinib, la terapia mas recomendada en
este caso seria Venetoclax + Obinutuzumab (Hallek, 2020).

2. Microambiente Tumoral y Proliferacion

2.1 Microambiente Tumoral

La relevancia del microambiente tumoral en la LLC es destacada en los diversos estudios
publicados que prueban que células leucémicas progresivamente se acumulan in vivo, pero
rapidamente experimenta apoptosis cuando son cultivadas in vitro (Panayotidis et al., 1996;
Burger et al., 2000, Caligaris-Cappio, 2003). Estas observaciones sugieren que el linfocito tumoral
es dependiente de un conjunto de senales de sobrevida y proliferaciéon que recibe por parte de
poblaciones celulares accesorias que conforman su microambiente. En especial, interacciones
dada con células nurse-like (NLCs), células estromales de mesenquimales (MSCc), células T
activadas y células endoteliales (ECs) podrian ser las responsables de mantener el defecto en la
muerte celular (Kipps et al., 2017).

En la LLC el compartimiento proliferativo estd representado por agregados locales de
prolinfocitos y parainmunoblastos proliferantes que forman los pseudofoliculos o centros
proliferantes (CPs) (Lennert et al. 1978). Los CPs son estructuras histoldgicas claves en los nddulos
linfaticos (NLs), pulpa blanca del bazo y médula ésea donde se encuentran infiltrados de linfocitos
B leucémicos. La interaccidn entre las células neoplasicas y su microambiente conlleva a la
diferenciacién de una subpoblacién tumoral con mayor capacidad proliferativa, favoreciendo de
este modo el desarrollo de una LLC mas agresiva y resistencia al tratamiento (Messmer at al.,
2005).

Las células de LLC recirculan continuamente entre la SP y los OLS, cuyo proceso es
dependiente de quimiocinas secretadas por células estromales en el tejido, las cuales atraen y
retienen linfocitos tumorales a través de receptores de quimiocinas, en cooperaciéon con
moléculas de adhesién (Ten Hacken and Burger, 2017). La distribucion de las células B en los NLs
estd determinada por la expresién de CXCR4 y CXCRS5, receptores de las quimiocinas CXCL12 y
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CXCL13 expresadas por las células estromales. A su vez, las células estromales de la médula dsea
secretan CXCL9, 10,11, 12y 13 y CCL19y 21 que se unen a los receptores CXCR3, CXCR4 y CXCR5
expresados por el clon leucémico (Davids & Burger 2012).

A continuacion, se describen el rol de las células no B en el microambiente tumoral, cuya
interaccion con el linfocito leucémico favorece la progresion de la enfermedad (Fig. 3).

IL-100 l

o4 1

HEV CCL3/40O

endothelial
cell

Nurse-like

—O

Stromal cell

Fig. 3 Microambiente tumoral en la LLC. Células como NLCs, células mesenquimales estromales, Linfocitos T y células
endoteliales forman parte del microambiente tumoral en la LLC, las cuales ya sea por interaccion directa o por secreciones
de citocinas y quimiocinas envian sefiales de sobrevida y proliferacién al clon tumoral. (Kipps et al., 2017).

2.1.1 Células ‘Nurse-like’ y células estromales mesenquimales en la LLC.

Las NLCs son células de origen monocitico, las cuales espontaneamente se diferencian in
vitro a partir de monocitos provenientes de cultivos de células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) de pacientes con LLC, e in situ pueden ser encontradas en OLS (Burger et al.,
2000). Las NLCs inducen quimiotaxis de las células leucémicas a través de la secrecidon de
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guimiocinas como CXCL12 (Burger et al. 2000) y CXCL13 (Birkle & Niedermeier 2007), las cuales
atraen a las células de LLC al microambiente. Ademas de secretar estas quimiocinas, las NLCs
estimulan la sobrevida de las células leucémicas mediante la expresion del factor activador del
linfocito B (BAFF) y el ligando inductor de proliferacion (APRIL) (Tsukada et al., 2002). Deaglio y
col. describieron que las NLCs al expresar el ligando CD31 interactian con CD38 (Deaglio et al.,
2005), un receptor presente en la célula tumoral y cuya alta expresion se ha asociado a peor
prondstico (Damle et al., 1999; Ibrahim et al., 2001; Morabito et al., 2001). Por otro lado, Burger
y col. describieron que las NLCs son capaces de activar al BCR y a la via del factor nuclear kappa
B (NF-kB) en células de LLC cuando son puestas en co-cultivo (Burger et al., 2009). Estudios
adicionales han mostrado que los monocitos protegen a las células de LLC de la apoptosis in vitro,
a través de la secrecién de CD14 soluble, el cual activa NF-kB (Seiffert et al., 2010).

En cuanto a las MSCs, se conoce que son cruciales durante la linfopoyesis B asi como
durante la formacion de los centros germinales. En el contexto de la LLC, se ha demostrado que
las células leucémicas son protegidas de la apoptosis espontanea o inducida por drogas a través
del contacto directo con MSCs de MO (Lagneaux et al., 1998; Kurtova et al., 2009), las cuales
ademas son capaces de alterar la arquitectura normal del tejido (Janel et al., 2014). Las MSCs
constitutivamente secretan quimiocinas como CXCL12, que promueven el trafico de células
tumorales a los OLS y proveen sefales adicionales que soportan la sobrevida del clon tumoral
(Burger et al., 1999, Burger et al., 2009). La adhesién generada a través de la union de la integrina
VLA-4 (‘very late antigen 4’) con su ligando VCAM-1 (‘vascular cell adhesion molecule 1’) presente
en las MSCs de la MO favorece las interacciones entre las células de LLC y el estroma con
subsiguiente desregulacion de la proteina anti-apoptdtica MCL-1 (‘myeloid cell leukemia 1’)
(Kurtova et al. 2009) y el proto-oncogén TCL1 (‘T-cell leukemia/lymphoma 1’) (Sivina et al. 2012).
Aparte de modular estas moléculas, se ha demostrado también que el co- cultivo de células de
LLC con MSCs de MO inducen la sobreexpresion de marcadores de una enfermedad agresiva,
incluyendo ZAP70 y CD38, asi como la disminucién en la expresién de CXCR4 (Purroy et al., 2015)
y CD20, este ultimo con implicaciones en la resistencia al tratamiento con anti-CD20 (Marquez et
al., 2015).

En resumen, las NLCs y las MSCs tienen un efecto sobre el trafico de LB leucémicos a los
OLS, asi como en la estimulacién de actividad anti-apoptdtica, por lo que la combinacién de estos
dos tipos celulares genera un ambiente que contribuye a la sobrevida de las células leucémicas
de LLCy a la resistencia al tratamiento.
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2.1.2 Linfocitos T en el microambiente leucémico.

Interacciones entre LB expresando CD40 y el ligando CD40 (CD40L) presente en linfocitos
T (LT) activados, son criticas en el contexto de la presentacion de antigenos y la induccion de la
respuesta B en condiciones normales (van Kooten and Banchereau, 2000). Similarmente, la
activacion de células de LLC mediada por CD40 promueve la sobrevida del clon tumoral y la
progresion de la enfermedad (Ghia et al, 2008). Diversos trabajos sugieren la existencia de un
didlogo bidireccional entre las células B de LLC y las células T CD4P°s, generado por moléculas de
adhesion y quimiocinas que inducen la expresidn de varias citoquinas en ambos tipos de células
(Caligaris-Cappio, 2003). Las células T inhiben la apoptosis en el linfocito B leucémico a través de
la produccion de Interleuquina 4 (IL4), interferon y (INFy) e interleuquina 2 (IL2), las cuales
inducen la expresion de la proteina anti-apoptética BCL-2 (Caligaris-Cappio, 2003).

La unién de CD40-CD40L desencadena un conjunto de sefiales que permite la activacion
de ciertas vias de sefalizacion JAK-STAT, asi como del factor de transcripcién NF-kB. La via JAK3-
STAT3 induce la expresidn de proteinas anti-apoptéticas como BCL-XL y MCL-1 (De Totero et al.,
2006), mientras que la activacién de NF-kB afianza la expresién de AID, generada por IL-4 (Zhou
et al., 2003). Ademads, promueve la migracién de las células B leucémicas a través de la proteina
CD49d (Shachar & Haréan, 2011).

A pesar de que ha sido ampliamente demostrado la importancia de las sefiales recibidas
a través de la via CD40L por parte del clon leucémico, numerosos resultados han reportado que,
si bien en la LLC el nUmero absoluto de LT circulantes esta aumentado, su funcionalidad pareciera
estar comprometida (Riches & Gribben, 2013). Brusa y col. reportaron una asociacién entre
estados mds avanzados de la enfermedad y el incremento tanto de células memoria CD4P° como
de linfocitos CD8P°¢ terminalmente diferenciados (Brusa et al., 2013). Ademas, estas células
presentan alteraciones para formar sinapsis inmunoldgica (Ramsay et al., 2008), mostrando
reducida motilidad mediada por GTPasas Rho (Ramsay et al., 2013) y aumento en la expresion de
marcadores de agotamiento celular, incluyendo la proteina de muerte celular programada (PD-
1) (Brusa et al., 2013; Riches et al., 2013), lo cual se correlaciona con elevada expresion del
ligando PD-1 (PD-L1) en células de LLC.

2.1.3 Células endoteliales y células dendriticas foliculares en la LLC.

Elementos adicionales en el microambiente de la LLC, incluye a las células endoteliales y
a las células dendriticas foliculares (FDCs), las cuales son esenciales para el trafico y retencién de
células leucémicas en los OLS (Hacken and Burger, 2017). Si bien, la migracién de las células de
LLC hacia los NLs es mediada en gran parte por la interaccién CXCR4-CXL12, se ha descrito
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también que CCL19 y CCL21 secretada por las células endoteliales tienen un rol en la quimiotaxis
a través del receptor CCR7 presente en la célula leucémica (Kipps et al., 2017). De forma mas
directa, las células de LLC se unen a través de endotelina 1, presente en la superficie del LB
leucémico, al receptor de endotelina A (ETAR) en las células endoteliales, promoviendo asi la
sobrevida de la célula tumoral y la resistencia a drogas (Maffei et al., 2014).

Por su parte, la interaccidn reciproca entre la célula de LLC y las FDCs a través de CXCR5-
CXCL13 es esencial para el posicionamiento del LB tumoral dentro de los pseudofoliculos, asi
como para la progresion in vivo del modelo murino de LLC Ep-TCL1 (Heinig et al., 2014). Ademas,
co-cultivos de FDCs con células de LLC inhibe la apoptosis espontanea de la célula leucémica a
través de un contacto directo dependiente de la ligacion de CD44, con la subsecuente
sobreexpresion de la proteina anti-apoptética MCL-1 (Pedersen et al., 2002).

2.2 Poblaciones Proliferantes en la LLC

Si bien la LLC se caracteriza por la acumulacién lenta y progresiva de LB quiescentes, un
estudio publicado en 2005 por Messmer y col. mostré que dentro del clon tumoral existe un 0,1-
1% de células que proliferan activamente (Messmer at al., 2005). Esta proliferacion celular es
consecuencia de una estrecha comunicacién bidireccional entre el LB leucémico y células no B en
los CPs.

En la actualidad, multiples fracciones proliferantes (FPs) han sido descritas en la LLC. En
el 2007, Damle y col. proponen que existe un sub-grupo de células leucémicas expresando CD38
con alta capacidad de proliferar y que su presencia se asocia a un peor prondstico de la
enfermedad (Damle et al., 2007). En el 2010, nuestro grupo describe en el seno de pacientes IgVH
No Mut, una segunda FP caracterizada por la expresion simultdnea de inmunoglobulinas clonales
IgM e 1gG vy altos niveles de la enzima AID (Palacios et al., 2010). Posteriormente, en el 2011
Calissano y col. plantean un modelo donde la subpoblaciéon tumoral proliferante expresa altos
niveles de CD5 y baja expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 (Calissano et al. 2011). Y mas
recientemente, en el 2014 Huemer y col., muestran que dentro de la FP CXCR4"°"/CD5"9" existen
una subpoblacidon que son CD86P las cuales constituye una fraccién que recién ha migrado de
un nicho linfoide y presentan la mayor diversidad genética sub clonal (Huemer et al. 2014).

De manera interesante, las subpoblaciones proliferantes descritas por Palacios, Calissano
y Huemer presentan alta expresién de la enzima AID (Palacios et al., 2010; Patten et al., 2012;
Huemer et al., 2014). Esto muestra la importancia que tiene para la célula leucémica la
interaccidn con su microambiente, entre ellos con los LT, los cuales a través de la secrecién de
citocinas como IL-4 o la uniéon CD40-CD40L promueve la proliferaciéon celular y expresion de AID
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(Zhou et al., 2003). En condiciones fisioldgicas esta enzima se expresa en LB durante su paso por
el centro germinal, y es responsable de los procesos de hipermutacién somatica (HMS) y cambio
de clase (CC) que permiten generar la diversidad de anticuerpo (Muramatsu et al., 2000). Sin
embargo, dado a su accion mutagénica, una expresion aberrante de esta enzima se asocia a la
generacion de sindromes linfoproliferativos (Pérez-Duran et al., 2007) y en el caso especifico de
la LLC, alta expresion de AID ha sido descrita en pacientes de mal prondstico (Oppezzo et al.,
2003; McCarthy et al., 2003; Albesiano et al., 2003).

2.2.1 Poblacion Proliferante CD38P°*

CD38 es una proteina de transmembrana que en condiciones fisiolégicas se expresa en
altos niveles en progenitores de células B, en LB presentes en los centros germinales y en células
plasmaticas. Su ligando mayormente conocido y ampliamente estudiado es CD31, presente en
una variedad de células, entre ellas las NLCs, LT y ECs. En la LLC La interaccion CD38/CD31 activa
vias involucradas en la proliferacién y migracidn de la célula leucémica (Deaglio et al., 2010).

Desde finales del siglo pasado varios grupos han demostrado que existe una asociacién
entre la alta expresién de CD38(>30%) y un curso clinico mas agresivo en la LLC (Damle et al.,
1999; Ibrahim et al., 2001; Morabito et al., 2001). Calissano y col. mostraron enriquecimiento
del marcador de proliferacion celular Ki-67en la subpoblacién tumoral CD38P° en comparacion
con su contraparte CD38"8 (Calissano et al., 2009). Se ha descrito también que células B CD38P°¢
responde mejor a las sefiales del BCR y que expresan altos niveles de CD69 y HLA-DR, ambos
indicativos de reciente activacion (Damle et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que las células
de LLC CD38P° tienen una mayor capacidad de migrar en respuesta a CXCL12 (Lanham et al.,
2003). Estudios in vitro en el mismo sentido muestran que la activacion de CD38 lleva a la
proliferacidn y quimiotaxis de células de LLC a través de ZAP-70 vy la via de sefializacién ERK1/2
(Calissano et al., 2009).

En el 2007, Pepper y col. demostraron que células CD38P° purificadas de pacientes con
LLC tienen un fenotipo distinto a las CD38"¢8, estas caracteristicas biolégicas incluyen, resistencia
a la muerte celular, lo cual es asociado a la sobre-expresién del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), asi como incremento de los receptores VEGF y de la proteina anti-apoptética
MCL-1 (Pepper et al.,, 2007; Mirshahi et al., 2006). Posteriormente, los mismos autores
hipotetizaron que esta subpoblacidn al tener aumentada la tasa de proliferacion celular podrian
tener una mayor evolucion clonal, con acumulacién de mutaciones o alteraciones citogenéticas
que favorecieran al clon tumoral. Sin embargo, después de 2 aifos de seguimiento, el porcentaje
de frecuencia de evolucidon clonal detectado fue el mismo para ambas poblaciones (CD38P° y
CD38"8), Ademas se demostrd que, si bien la poblacion CD38P° tiene mayor actividad de la
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telomerasa, ambas poblaciones mostraron telémeros de igual longitud, indicando que tienen
aproximadamente el mismo nimero de divisiones (Lin et al., 2008).

Estos resultados indican que las células leucémicas CD38P° constituyen una poblacién
heterogénea, donde si bien hay una fraccién de estas células presentan un incremento en el
potencial proliferativo, no todas estan realizando una proliferacién efectiva, ya que, de acuerdo
con los datos publicados por Messmer y Col. solo entre 0,1%-1% de células proliferan en la LLC.

2.2.2 Poblacidn Proliferante IgMP°s/IgGP°s

En el 2010 nuestro grupo describié una subpoblacién de linfocitos B que presenta un
activo cambio de clase (CC) en pacientes con IgVH No Mut y con prondstico desfavorable. Esta
subpoblacién tumoral presenta alta expresién de la enzima mutagénica AID, asi como del
marcador de proliferacién celular KI-67, el oncogén C-MYC y la proteina antiapoptética BCL-2,
(Palacios et al., 2010). Ademas de la presencia de AID y de las moléculas descritas anteriormente,
Palacio y col. reportaron que esta subpoblacion 1gMPo/IgGPs/AIDP* expresa moléculas
involucradas en la interaccion del LB tumoral con su microambiente, tales como CD49d y las
guimiocinas CCL3 y CCL4, lo cual estaria sugiriendo que esta subpoblacién ha estado en contacto
reciente con un microambiente activado.

Posteriormente, Palacios y col. evaluaron el transcriptoma y microARNoma, tanto de la
fraccion proliferante (IgMP°/IgGpP°s/AIDP°%) como de la quiescente (IgMP°s/IgG"®8/AID"®¢). Los
resultados obtenidos sugieren que la proliferacidén de esta sub-poblacidn esta relacionada con la
sobreexpresion del miR-22, el cual estaria actuando como molécula clave en la regulacion de la
via de sefalizacidn fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K)/AKT mediante regulacion negativa de PTEN
(‘phosphatase and tensin homolog’) en células B de pacientes con LLC (Palacios et al., 2014). La
activacion de esta via se asocia con la translocacion del factor de transcripcion FOXO1 al
citoplasma lo cual conlleva a su degradacion, a la sobreexpresion de survivina y a la disminucion
de p-27. Finalmente, a través de estudios de transfeccion mostraron que esta via puede
desencadenarse por sefales del microambiente como CD40L/IL-4. Y mas auin que, esta regulacion
también estd presente en los nédulos linfaticos de pacientes IgVH No Mut con progresion de la
enfermedad (Palacios et al., 2014).

Una observacién importante sobre esta FP radica en el hecho de que si bien el clon IgG
parece ser la fraccién mas proliferante, la mayoria de los pacientes con LLC presentan expansion
de un clon tumoral IgMP°* y no IgG. En la practica son pocos los pacientes que exhiben un clon
IgG, y estos por lo general tienden a tener un re-arreglo génico VH4-34, con un perfil IgVH Mut y
una enfermedad estable (Kipps et al., 2017). Por lo que una pregunta valida es équé les pasa a
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las células proliferantes IgMP°s/IgGP° a lo largo de la evolucion de la enfermedad? La respuesta
exacta a esta pregunta es desconocida, pero es muy probable que esta subpoblacién tumoral
muera una vez que es liberada del NL a SP, ya sea por privacion de factores que soporten su
sobrevida o por acumulacion de dafios en el ADN que conlleven a la muerte de éstas.

2.2.3 Poblacion Proliferante CXCR4

Calissano y col. profundizaron en la caracterizacion de las poblaciones proliferantes en la
LLC usando diferencias en la densidad de expresién de moléculas de superficie como CD5, el cual
es sobre-expresado luego de la activacion del BCR, y CXCR4, un receptor involucrado en
mantener el contacto entre la célula B y las células estromales en los drganos linfoides
secundarios. Para ello, evaluaron in vivo la cinética de division celular del LB leucémico a través
de la medicién de la incorporacién de deuterio en el ADN. Los autores mostraron que existen dos
grupos bien diferenciados, donde aquellas células con baja expresion de CXCR4 y alta expresién
de CD5 (CXCR4-+/CD5"&=) contenian mas ADN con deuterio, en comparaciéon con aquellas
expresando CXCR4 alto y CD5 bajo (CXCR4"e/CD5%+), indicando asi que la subpoblacion
CXCR4°w/CD5Me" ha proliferado. Ademas, esta observacion fue confirmada por la expresion de Kl-
67 y MCM6, ambas moléculas presentes desde la fase G1 a la M del ciclo celular (Calissano et al.,
2011). En este estudio, se llegé a la conclusidn que la expresion diferencial de ambos marcadores
son consecuencia de la activacion del BCR, en donde la baja expresién de CXCR4 es debido a la
internalizaciéon del receptor posterior a un evento de activacion, y por lo tanto de un pasaje
reciente desde un érgano linfoide hacia la SP. En la Fig. 4 se resumen el proceso de recirculacion
propuesto por los autores para las células de LLC. Por otro lado, Calissano y col. aislaron ambas
fracciones celulares del mismo paciente y compararon el perfil de expresidn génica, lo cual arrojé
gue la FP presenta una sobre-expresion de genes relacionados con la proliferaciéon celular, anti-
apoptosis y genes involucrados en el dafio oxidativo en comparacién con las células quiescente
(FQ) (Calissano et al., 2011).

Posteriormente, Patten y col. mostraron que la FP CXCR4+/CD5"eh presenta alta expresion
de la enzima AID y que su expresion se asocia a peor prondstico y alteraciones citogenéticas
adversas. Mediante experimentos in vitro mostraron que esta enzima es funcional tanto en
muestras de pacientes con IgVH Mut como No Mut, dado que bajo la estimulacion de CD40L e
IL-4, las células proliferantes presentaron mds DSBs y CC (Patten et al., 2012). Estos datos
concuerdan con lo descrito por Palacios y col. donde encontraron mayor expresion de AID en la
FP 1gM+/1gG+, sugiriendo asi que AID esta jugando un rol fundamental en un microambiente
tumoral activado y que podria estar involucrada en la evolucién clonal de la enfermedad.
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Fig.4 Modelo hipotético del ciclo de vida de una célula B de LLC. Las células de LLC son atraidas a los OLS por diferentes
estimulos, entre ellos la interaccion CXCR4-CXCL2. Una vez en el estroma son activadas a través del BCR o TLR, lo que
ocasiona sobre-expresion de CD5 e internalizacion de CXCR4 para luego ser liberadas a SP. Con el pasar del tiempo y
posiblemente por la carencia de sefiales del microambiente, las células comienzan a re-expresar CXCR4 y disminuye la
expresion de CD5. Estas células pueden seguir el gradiente de CXCL12 y entrar nuevamente al estroma, o continuar
circulando y morir (Calissano et al., 2011).

2.2.4 Poblacidon Proliferante CD86P°S

En el 2014, Huemer y col. describieron una poblacién celular caracterizada por la
expresidon de la molécula de superficie CD86, con alta expresidon de Ki-67 y AID, y que se
superpone con la sub-poblacion CXCR4'°w/CD5"e" descrita por Calissano. Ademas, las células
CD86P°* presentan sefiales de daio en el ADN que, segln los autores, podrian ser originadas por
la accion de la enzima mutagénica AID. Por otro lado, mostraron que esta subpoblacién en SP es
un marcador predictivo independiente para determinar el tiempo de inicio del tratamiento (‘Time
to first Treatment’ TFT) tanto en pacientes con IgVH Mut como No Mut, por lo que sostienen que
AID es activa, independientemente del estado mutacional IgVH (Huemer et al. 2014).

2.3 Rol de AID en la LLC

Como se menciond anteriormente, en condiciones fisioldgicas, AID se expresa en LB
activados y es responsable de los procesos HMS y CC, implicados en la generacién de la diversidad
de anticuerpos. Dicho rol fue demostrado in vivo por la ausencia de ambos eventos en ratones
AID”- (Muramatsu et al., 2000). Si bien su actividad en el ADN del linfocito B permite un mejor
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reconocimiento y procesamiento del antigeno, debido a su accidn mutagénica, presenta también
un “lado oscuro” a través de la generaciéon de mutaciones fuera de los genes de inmunoglobulinas
(Kinoshita & Nonaka, 2006). AID es capaz de mutar oncogenes, y se le ha relacionado con la
generacion de translocaciones en linfomas de células B (Duquette et al., 2005; Pérez-Duran et al.,
2007; Robbiani et al., 2009).

En la LLC, ademas de la asociacidn de AID con las poblaciones proliferantes, su implicancia
en esta leucemia ha sido abordada por diferentes grupos desde que su expresidn fuese detectada
en muestras de pacientes con LLC (Oppezzo et al., 2003; McCarthy et al., 2003; Albesiano et al.,
2003). Oppezzo y col. describieron que individuos con IgVH No Mut no presentan evidencia
alguna de HMS a pesar de la expresidon de AID, pero éstos si tienen mutaciones en las regiones
pre-switch, asi como actividad de CC. Esto muestra una clara disociacion entre los 2 eventos, y
sugiere ademas que AID estaria requiriendo de uno o mas cofactores para llevar a cabo el proceso
de HMS en esta leucemia (Oppezzo et al., 2003; Oppezzo & Dighiero, 2005). Por otro lado,
diversos estudios han mostrado una asociacidn entre la expresién de AID y la presencia de
aberraciones cromosémicas de mal prondstico en la LLC (Heintel et al., 2004; Leuenberger et al.,
2010; Patten et al., 2012; Gelmez et al., 2014).

Al presente, las implicancias directas de AID en el origen y la progresién de la LLC
contindan sin ser claramente establecidas. Sin embargo, recientes esfuerzos de nuestro
laboratorio en colaboracion con el grupo del Dr. Chiorazzi, han demostrado que la
sobreexpresidn de AID en el modelo doble transgénico AID/Eu-TCL1 conlleva a una leucemia mas
agresiva y sobrevidas mas cortas (Morande et al, iwCLL2019; articulo en revision). Estos datos
proponen un rol directo de AID asociado con la evolucién de la enfermedad y confirman las
observaciones realizadas previamente en humanos.

3. Mecanismos de resistencia a la muerte celular regulada

En la LLC el microambiente tumoral no solo genera sefiales de proliferacion, sino también
de sobrevida a través de la sobreexpresion de proteinas anti-apoptéticas, por lo que similar a lo
gue ocurre en otras neoplasias, una alteracién de la homeostasis entre estos dos procesos es lo
que podria definir el curso de la enfermedad.

3.1 Apoptosis

La apoptosis es una forma altamente regulada de muerte celular que juega un rol esencial
en la embriogénesis, en el desarrollo de tejidos, en la inmunidad y en el mantenimiento de la
homeostasis. Sin embargo, cuando este proceso es deficiente o se produce en exceso puede dar
paso a una variedad de patologias, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, desérdenes

33



Introduccion

inmunoldgicos o cancer (Kerr et al., 1972; Perini et al., 2018). La maquinaria apoptodtica
comprende 2 principales vias de activacion (la extrinseca y la intrinseca) y una fase de ejecucion,
ambas mediada por proteasas de la familia caspasa (Shi et al., 2002).

La via extrinseca involucra a moléculas localizadas en la superficie celular, tales como
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) o Fas, los cuales tras la unién con su ligando
promueven la activacidn de caspasa 8. Por su parte, la via intrinseca (también conocida como via
mitocondrial) es regulada por la familia de proteinas BCL-2 e integra varias sefiales intracelulares
donde la disrupcidn de la integridad mitocondrial es un paso crucial (Shi at al., 2002). Ambas vias
culminan en la activacién de las caspasas ejecutoras 3,6y 7.

La activacidn de la apoptosis puede ser desencadenada por una variedad de estimulos,
tanto fisiolégicos como patoldgicos, en el caso especifico de la via mitocondrial su activacion es
dada por diferentes formas de estrés celular, tales como dafio en el ADN, estrés oxidativo,
radicales libres, pérdida de sefiales de sobrevida, entre otros. De igual forma, es la via que se
activa cuando se usa quimioterapia y radiacién para el tratamiento de neoplasias malignas (Perini
et al., 2018). En la siguiente figura se resumen las vias de sefializacion de la apoptosis (Fig. 5).
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Anti-apoptotic
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Fig. 5 Senalizacion de la apoptosis. La apoptosis puede ocurrir a través de dos vias. La via extrinseca es mediada por
miembros de la superfamilia del receptor de TNF, los cuales tras la unién con su ligando inducen la dimerizacién de caspasa
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8, que luego activa a las caspasas ejecutoras 3 y 7. Por su parte, la via intrinseca es inducida por una variedad de estimulos
que conllevan a la activacion de las proteinas BH3, éstas tienen doble efecto, inhibir a las proteinas anti-apoptéticas y activar
a BAX y BAK, éstos ultimos tras su oligomerizaciéon producen MOMP que permite la liberacién del citocromo ¢, el cual se une
a la proteina activadora de apoptosis 1 (APAF-1) y a pro-caspasa 9 para formar el apoptosoma. Posteriormente, se produce
el clivaje de pro-caspasa 9, generando la activacidon consecuente de las caspasas efectoras 3, 6 y 7, que luego acttan sobre
un complejo de DNAsas activado por caspasa (CAD), cuyo resultado final es la apoptosis. Las caspasas pueden ser inactivadas
por inhibidores enddgenos de la apoptosis (Ej. XIAP). Para prevenir estos la mitocondria libera factores como SMAC y OMI
gue antagonizan estas sefiales (Bock & Tait, 2019).

3.1.1 Familia de proteinas BCL-2 como “switch” entre la sobrevida y muerte celular.

La familia BCL-2 comprende miembros tanto pro-apoptdticos como anti-apoptoticos, y de
acuerdo con su estructura y funcidon pueden ser agrupados de la siguiente manera:

1. Proteinas anti-apoptdticas: Este grupo esta representado en humanos por las proteinas
BCL-2, BCL-XL, BCL-W, BFL-1/A1, MCL-1 y BCL-B.
2. Los miembros pro-apoptéticos puedes ser divididos en 2 subfamilias:
a) Efectores pro-apoptéticos con multidominios: BAK y BAX.
b) Proteinas que sdlo tienen el dominio BH3 (proteinas BH3): BAD, BID, BIK, BIM,
BMF, HRK, PUMA'Y NOXA.

Las proteinas anti-apoptodticas previenen la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial (MOMP) a través de 2 mecanismos: Uniéndose y secuestrando a las formas activas
de BAK y BAX, o secuestrando a las proteinas BH3 (Perini et al., 2018). Todas las proteinas anti-
apoptadticas se unen a BAX, pero solamente BCL-XL y MCL-1 pueden secuestrar a BAK (Adams &
Cori, 2007). Por su parte, las proteinas BH3 pueden iniciar apoptosis, ya sea directamente
activando a BAX y BAK o contrarrestando la actividad de las proteinas anti-apoptéticas al unirse
a su surco hidrofébico (Lessene et al., 2008). Las proteinas BH3 cuando son activadas generan un
cambio conformacional en BAX y BAK, permitiendo su homodimerizacién y la induccién de
MOMP (Cheng et al., 2001). Ademas, numerosas sefiales pueden interferir indirectamente con la
apoptosis, entre ellos la via NF-kB activa la transcripcidn de proteinas anti-apoptdticas, tales
como MCL-1 e inhibidores enddgenos de la apoptosis (IAPs); y la via PI3K/AKT es capaz fosforilar
a BAD. Por el contrario, la via de p53 estimula la transcripcion de proteinas pro-apoptdticas como
PUMA y NOXA (Billard, 2013).

Alteracion en la expresion de miembros de la familia BCL-2 es observada en una variedad
de neoplasias, incluyendo enfermedades linfoproliferativas y tumores sélidos. La proteina BCL-
2 fue implicada por primera vez en cdncer al conocerse su participacidn en la translocacién entre
los cromosomas 14 y 18 que ocurre en gran parte de los linfomas foliculares (Cory and Adams,
2002).
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3.1.2 Desbalance en la expresidn de proteinas de la familia BCL-2 es un sello distintivo en la
LLC

Las células de LLC detenidas en la fase GO/G1 del ciclo celular tienden a acumularse en SP
y OLS. Sin embargo, una vez que éstas son removidas del paciente y puestas en cultivo
experimentan apoptosis espontdnea en un periodo de tiempo corto, lo cual sugiere que el
microambiente tumoral no solo genera sefiales de proliferacién, sino también de sobrevida
(Caligaris-Cappio et al., 2003). En linea con esto, Herishanu y col. describieron una mayor
expresion de genes anti-apoptoticos en el NLs en comparacion con SP y MO, y que dicho
desbalance dependia de la activacion de la via NF-kB (Herishanu et al., 2011). Ademas, en
pacientes con estados avanzado de Binet, BCL-2 y MCL-1 estan sobre expresados, mientras que
la expresion de BAX es significativamente menor (Pepper et al., 2008). La disminucién de BAX se
asocia, ademds con eventos citogenéticos adversos, como dell17p y delllq, lo cual es consistente
con datos que demuestran que BAX es transcripcionalmente regulado por la via p53/ATM. Por
otro lado, Paterson y col. mostraron fosforilacién de BIM tras la activacion del BCR, sugiriendo
gue esta proteina BH3 podria servir para coordinar seifales de sobrevida mediada por el
microambiente (Paterson et al., 2012).

La sobreexpresion de la proteina BCL-2 en la LLC fue originalmente atribuida a
hipometilacién en la regidon promotora de su gen (Hanada et al., 1993). Sin embargo, con el
descubrimiento de los microRNAs (miRNAs), se demostré que el miR-15 y el miR-16 regulan
negativamente a BCL-2, pero éstos estan frecuentemente suprimidos o disminuidos en pacientes
con LLC, especialmente en aquellos con del13q (Calin et al., 2002; Cimmino et al., 2005). En el
mismo sentido, multiples estudios han asociado la disminucién de los miR-181a y miR-181b con
aumento en la expresién de BCL-2, MCL-1 y XIAP durante la progresion de la enfermedad (Visone
et al., 2011; Zhu et al., 2012). Zhu y col., utilizando células primarias de LLC lograron demostrar
que los miR-181a/miR-181b son capaces de unirse a la regién 3’ UTR de BCL-2, MCL-1 y XIAP,
produciendo asi su inhibicién. Por otro lado, ha sido identificado un polimorfismo G(-248)A en el
promotor del gen BAX, lo cual resulta en baja expresion de la proteina BAX, un incremento de la
relacion BCL2/BAX y una sobrevida global menor (Starczynski et al., 2005).

Adicionalmente, otras vias de sefalizaciéon han sido implicadas en la regulacién positiva
de proteinas anti-apoptoticas, entre ellas PI3K/AKT, activacion del BCR y CD40L (Petlickovski et
al., 2005; Willimott et al., 2007; Longo et al., 2008). Aunado a esto, inhibicidn de NF-kB resulté
en reduccién de BCL-2 y MCL-1, sugiriendo que esta via contribuye al mantenimiento en la
expresion de ambas proteinas (Hewamana et al., 2008). Dado que MCL-1 presenta una vida
media muy corta (1-2 horas) y que las probabilidades de una recirculacién tan frecuente a los NLs
son bajas, es posible que las células de LLC reciban estimulaciéon a partir de citocinas y
qguimiocinas circulantes, o a través del contacto células-células en el endotelio vascular. En este
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sentido, Pepper y col. mostraron que las células de LLC CD38+ tienen mayor expresién de VEGF,
lo cual sugiere que existe una retroalimentacién autocrina positiva, donde la fosforilacién del
receptor de VEGF genere aumento de MCL-1 (Pepper et al., 2007). Claramente, los mecanismos
bilégicos que regulan la apoptosis en la LLC son complejos, pero la sobre expresiéon de BCL-2 y
MCL-1 es una caracteristica distintiva en esta leucemia.

3.1.3 BCL-2 como blanco terapéutico

El primer agente usado clinicamente para reducir proteinas anti-apoptdticas fue un
oligonucledtido anti-sentido de 18 bases complementarias a los seis primeros codones del RNA
mensajero (RNAm) del gen BCL-2, el cual en estudios preclinicos mostré disminucion de la
expresion de BCL-2, aumento de BAX e incremento en la apoptosis (Cotter, 1997). Sin embargo,
cuando se compard con quimioterapia en ensayos clinicos, no mostré aumento significativo en
la sobrevida de pacientes con LLC (O’Brien et al., 2009). Posteriormente, comenzé la era de los
compuestos que mimetizan la actividad natural de las proteinas BH3, el primero de estos fue el
ABT-737 que se une con alta afinidad (< 1 nmol/L) al surco de unién BH3 de las proteinas BCL-XL,
BCL-2 y BCL-W (Petros et al., 2006). Aunque el tratamiento con ABT-737 induce apoptosis masiva
en diferentes lineas celulares derivadas tanto de tumores sélidos como de leucemia y linfomas,
su uso a nivel clinico se vio limitado por su baja solubilidad, lo cual generd imposibilidad del que
el compuesto fuese biodisponible oralmente (Perini et al., 2018). Para solucionar este
inconveniente, fue desarrollado ABT-263 (Navitoclax), el cual tiene los mismos blancos que el
ABT-737, pero ademads se puede administrar via oral. Navitoclax mostré actividad in vitro sobre
un panel bastante amplio de tumores. Ademas, experimentos in vivo con este inhibidor revelaron
una respuesta rapida y completa en diferentes modelos tumorales (Tse et al., 2008). A pesar de
los resultados prometedores, su uso clinico se vio restringido por sus efectos sobre las plaguetas,
las cuales expresan alto niveles de BCL-XL, generando asi trombocitopenia como efecto
secundario (Wilson et al., 2010).

Usando ingenieria reversa se cred ABT-199 (Venetoclax), el cual es un potente inhibidor
de la proteina BCL-2, mientras que la interaccién con BCL-XL y BCL-W es muy baja (Souers et al.,
2013). Al unirse a BCL-2, Venetoclax bloquea el secuestro de BIM mediado por BCL2, y éste al ser
liberado es capaz de activar a BAX/BAK llevando a la via intrinseca de la apoptosis. Dado que,
venetoclax actua rio debajo de varias vias claves en la sobrevida de la célula leucémica es capaz
de inducir apoptosis independiente del estado de TP53 (Anderson et al.,, 2016). Mdltiples
estudios clinicos han evaluado el uso de venetoclax solo o0 en combinacion con otros agentes para
el tratamiento de LLC, mostrando en todos superioridad y aumento de la SLP, incluso en aquellos
pacientes con enfermedades refractarias y alteraciones citogenéticas adversas (Roberst et
al.,2016; Stilgenbauer et al., 2016; Seymour et al., 2018; Flinn et al., 2019). Lo que conllevé a que
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en el 2016 la FDA aprobara el uso de venetoclax como agente simple en el tratamiento de la LLC
refractaria o en recaida con del17p o mutacién en TP53 (Stilgenbauer et al., 2016).

Ademds, la combinaciéon de Venetoclax con un anti-CD20 ha dado resultados muy
favorables. El estudio clinico MURANO donde se compard Venetoclax + Rituximab versus CIT
(Bendamustina + Rituximab) en pacientes con LLC refractaria, mostré una SLP a 2 afios de 84,9%
en los pacientes que recibieron Venetoclax + Rituximab, frente a un 36,3% del otro brazo del
ensayo (Seymour et al., 2018). A partir de este estudio se incluyé el uso de venetoclax en LLC
refractarias o en recaida (R/R), independientemente del estado de TP53 (Ryan and Davids, 2019).
De igual manera, el estudio CLL14 investigd la combinacidn de venetoclax con obinutuzumab (un
anti-CD20 de segunda generacidn) versus obinutuzumab con clorambucilo en pacientes con LLC
sin tratamiento previo, mostrando que la SLP a 24 meses fue significativamente mas alta en el
grupo Venetoclax-Obinutuzumab (88,2%) en comparacidon con Clorambucilo-Obinutuzumab
(64,1%) (Fisher et al.,, 2019), de esta manera en el 2019 la FDA aprueba el uso de esta
combinacién como primera linea de tratamiento en la LLC (Ryan and Davids, 2019).

A pesar del que el tratamiento con Venetoclax ha logrado respuestas importantes y
duraderas en muchos pacientes, cada vez con mas frecuencia se reportan nuevos mecanismos
de resistencia. En este sentido, dos estudios independientes en pacientes que desarrollaron
refractariedad al venetoclax identificaron la presencia de mutaciones en el sitio de union de la
droga (Blombery et al, 2019; Taush et al., 2019). De igual manera, Guieze y col. describieron
mutaciones en los genes ATM, TP53 y SF3B1 en pacientes con LLC después de desarrollar
resistencia al venetoclax, ademas los autores detectaron aumento en la expresién de MCL-1, lo
cual sugiere que la resistencia asociada a este farmaco involucra multiples cambios complejos
(Guieze et al., 2019). Ademas, estudios preclinicos han demostrado que el incremento de otras
proteinas anti-apoptdticas, tales como MCL-1 y BCL-XL, pueden generar resistencia al venetoclax
(Choudhary et al., 2015; Jayappa et al., 2017).

3.2 Piroptosis

Si bien, la apoptosis juega claramente un rol en el desarrollo tumoral y las vias o
moléculas implicadas en la resistencia a este tipo de muerte celular han sido constante foco de
estudio. Cada vez cobra mds importancia, el rol que podria estar teniendo la piroptosis en la
fisiopatologia de enfermedades oncolégicas. Dado que ésta es un tipo de muerte celular
proinflamatoria, todavia no estad claro si la piroptosis estaria promoviendo o inhibiendo el
crecimiento tumoral. Aunque, este mecanismo pareciera ser dependiente del tipo de tejido (Xia
et al., 2019).
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La piroptosis se define como un tipo de muerte celular regulada (MCR) que depende de
la formaciéon de poros en la membrana plasmatica por proteinas miembros de la familia
gasdermina, frecuentemente (pero, no siempre) como consecuencia de la activacién de caspasas
inflamatorias (Galluzzi et al., 2018). Similar a lo que ocurre en la apoptosis, una célula piroptodtica
experimenta condensacion nuclear y fragmentacion del ADN. Pero, ademas por la presencia de
poros en la membrana celular el balance idnico se ve alterado, permitiendo entrada de agua,
ruptura de la membrana y la liberacién de mediadores proinflamatorios, incluyendo IL- 1B, IL-18
y ATP (Xia et al., 2019).

Entre los miembros de la familia gasdermina, solamente gasdermina D (GSDM-D) y
gasdermina E (GSDM-E) son clivadas por caspasas para formar poros en la membrana e inducir
piroptosis. Generalmente, GSDM-D es clivada por las caspasas inflamatorias (caspasa 1/4/5/11)
como consecuencia de la activacién del inflamasoma, mientras que GSDM-E es clivada por la
caspasa 3 (miembro de la via de la apoptosis) para producir muerte piroptética (Zheng and Li,
2020).

3.2.1 La activacion del inflamasoma es la base de la piroptosis

El inflamasoma es un complejo multiproteico que forma parte de la inmunidad innata, el
cual se ensambla en el citoplasma en respuesta a patrones moleculares asociados a patédgenos
(PAMPS) o a patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS). Tipicamente comprende un sensor
gue tras el reconocimiento de su ligando se oligomeriza y recluta una proteina adaptadora
conocida como ASC (‘apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD’), esta ultima
consta de dos dominios, un dominio de pirina (PYD) y uno de reclutamiento de caspasa (CARD),
permitiendo asi ser un puente entre el sensor y pro-caspasa 1 (Broz and Dixit, 2016). La
proximidad entre estas dos moléculas favorece la auto protedlisis de pro-caspasa 1 para producir
su forma activa, una vez activada caspasa 1 (Casp.1) es capaz de procesar y activar a pro IL-1B y
a pro IL-18 (En la Fig. 6 se esquematiza este proceso).

De igual manera, Casp.1 escinde a GSDM-D en un sitio de consenso presente en la regidn
de unién del dominio C-terminal y N-terminal. Este clivaje separa ambos dominios, eliminando la
auto inhibicion y permitiendo al dominio N-terminal translocarse a la parte interna de la bicapa
lipidica donde se une con alta especificidad a ciertos inositol fosfatos o cardiolipina. Una vez
unido a la membrana plasmatica, GSDM-D N-terminal se oligomeriza para generar un poro con
un didmetro interno entre 10-14 nm, siendo este mecanismo el responsable de la rapida
permeabilizacién de la membrana plasmatica que ocurre durante la piroptosis y la principal
forma de liberacion de IL-1B (Ding et al, 2016; Liu et al., 2016; Sborgi et al., 2016). El mecanismo
descrito anteriormente forma parte de la via candnica del inflamasoma que conlleva a la
activacion de caspl, sin embargo, existe una via no candnica donde los lipopolisacaridos (LPS)
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presente en las bacterias Gram negativas pueden activar directamente a las caspasas
inflamatorias humanas 4 y 5 (u 11 murina), llevando asi al clivaje de GSDM-D (Wang, 2020) (Fig.
6).
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Fig.6 Inflamasoma candnico y no candnico. La via candnica del inflamasoma conlleva a la formacion de un complejo
multiproteico en el citoplasma cuyo objetivo es la activacion de Casp.1, con la consecuente activacion de citoquinas
inflamatorias y el clivaje de GSDM-D para producir piroptosis. Por su parte, en la via no candnica, pro-caspasa 11 murina
(o sus homodlogos en humanos, caspasa 4 y 5) pueden ser activadas directamente por LPS, generando piroptosis sin
requerir el ensamblado del multi complejo (Modificado de Shorgi et al., 2016)

Hasta la fecha, han sido identificados cinco receptores capaces de ensamblar
inflamasomas, entre ellos los pertenecientes a la familia NLR (‘NOD-like receptors’) (NLRP1,
NLRP3 y NLRC4), la proteina ausente en melanoma 2 (AIM2) y pirina. Existen ademas otros
inflamasomas que han sido propuestos para activar Casp.1, pero su rol ain no ha sido dilucidado.
Estos incluyen NLRP6, NLRP7, NLRP12 y la proteina 16 inducible por IFN-y (IFI-16) (Man and
Kanneganti, 2016). Entre los inflamasomas, el NLRP3 es el mds caracterizado y ampliamente
estudiado, se sabe que este responde a una gran variedad de ligandos enddgenos e infecciosos,
pero su activacion se genera es dos pasos, primero debe ser transcrito y traducido, y luego
activado. El primer paso ocurre cuando tras la exposicion a DAMPS o PAMPS el TLR se auto
fosforila resultando en la activacion de NF-kB, cuya via estimula la transcripcién y expresion de
los componentes del inflamasoma que luego son exportados hacia el citoplasma donde
permanecen inactivos hasta que ocurre un segundo estimulo que llevaria a la oligomerizacién de
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NLRP3, ASC y pro-caspasa 1, formando asi el multi complejo (Moossavi et al., 2018). Diferentes
mecanismos han sido sugeridos de ser capaces de generar este segundo paso de activacion, entre
los mas ampliamente aceptados se encuentran:

1. Eflujo de potasio: Varios estudios han demostrado que una elevada concentracidn
de potasio extracelular previene la activaciéon del complejo NLRP3, mientras que
baja concentraciones de potasio intracelular inicia la activacién del inflamasoma
(Mufioz-Planillo et al., 2013; Katsnelson et al., 2015)

2. Flujo de calcio: Murakami y col. mostraron que el bloqueo en la sefializacién del
calcio inhibe la activacién del inflamasoma (Murakami et al., 2012). De igual
manera un estudio farmacoldgico identificd que el bloqueo del receptor del
inositol 1,4,5-trifosfato (implicado en la liberacién de calcio intracelular desde el
reticulo endoplasmatico), disminuye el flujo de calcio y consecuentemente inhibe
la activacion de NLRP3 (Lee et al., 2012).

3. Disfuncién mitocondrial: Sefales de dafio mitocondrial resulta en la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), liberacién y oxidacion de ADN
mitocondrial en el citosol, y/o translocacion de especificos fosfolipidos
mitocondriales, como cardiolipina. Todas estas sustancias han sido demostradas
gue son capaces de activar el inflamasoma NLRP3 (Shimada et al., 2012; Lyer et
al., 2013).

4. Liberaciéon de catepsina B lisosomal: En este modelo, la fagocitosis de particulas
ambientales parece activar el complejo NLRP3 que forma estructuras cristalinas
cuando son absorbidas por los fagocitos. Estos agregados desencadenan la fuga
lisosdémica debido a sus caracteristicas fisicas y liberan el contenido en el citosol a
través de un mecanismo mediado por la catepsina B, lo que aumenta la activacion
del complejo NLRP3 (Bai et al., 2018).

3.2.2 TMEM176A y TMEM176B, noveles canales idnicos reguladores del inflamasoma.

Dado que la activacién del inflamasoma es sensible al flujo de iones, el interés por
identificar los canales idnicos involucrados en este proceso ha aumentado considerablemente en
los ultimos afios. En este sentido, la proteina de transmembrana 176B (TMEM176B), también
conocida como TORID (‘tolerance-related and induced’) ha sido identificada como un canal idnico
inmunomodulador (Louvet et al., 2005; Segovia et al.,, 2014). TMEM176B y su homélogo
TMEM176A son canales idnicos acido sensibles no selectivos que contienen 4 dominios
transmembrana y un motivo ITIM (dominio de inhibicidon basado en tirosinas) en una de sus colas
citoplasmaticas, formando asi parte de la familia de proteinas MS4A (‘membrane-spannin 4-
domain family, subfamily A’), la cual tiene 18 miembros hasta el momento, destacandose entre
ellos CD20 y FceRIB (Eon Kuek et al., 2016, Louvet et al., 2005).
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TMEM176A y TMEM176B son considerados de expresidon ubicua en seres humanos,
aungue se ha identificado alta expresién en monocitos, macréfagos y células dendriticas (CDs)
CD11b+ (Condamine et al., 2010). Los genes que codifican para estos dos canales idnicos estan
adyacentes en el cromosoma 7, presentan un patron de expresion y regulacién similar y existe
evidencia de que estas dos proteinas interactian entre si formando multimeros (Louvet et al.,
2005; Condamine et al., 2010). En cuanto a su ubicacion en la estructura celular, se encuentran
localizados en la membrana endofagosomal, asi como en la red trans-Golgi (Segovia et al., 2020).
Ademads, ha sido descrito un posible mecanismo de compensacién funcional entre ambas
proteinas, dado que células deficientes en TMEM176B han mostrado incremento en la expresion
de TMEM176A (Drujont et al., 2016). En CDs TMEM176B controla el PH fagosomal y promueve
la presentacion cruzada para activar linfocitos T reguladores (Treg) CD8+, mecanismo que ha sido
asociado con la tolerancia a los aloinjertos (Louvet et al., 2005; Segovia et al., 2014).

Diferentes estudios han mostrado que la expresidn de estos canales idnicos esta alterada
en varios tipos de cancer en comparacién con tejidos normales. En cancer gastrico bajos niveles
de ARNm de TMEM176A y TMEM176B han sido correlacionados con mejor sobrevida (Sun et al.,
2018). Cuajungco y col. mostraron que la expresiéon de TMEM176A, asi como de TMEM176B se
encuentra elevada en linfomas, pero no en tejidos normales, y que TMEM176A por si solo estd
incrementado en carcinoma de pulmén (Cuajungco et al., 2012). Del mismo modo, fue descrito
gue TMEM176B estd sobre expresado en carcinoma renal, especificamente en células que
forman parte de la neovascularizacion de este tumor, sugiriendo asi un rol en la angiogénesis
(Otsubo et al., 2014). En contraste, el silenciamiento epigenético de TMEM176A en carcinoma
colo-rectal, hepatocarcinoma (HCC) y carcinoma esofagico ha sido asociado con progresion
tumoral (Gao et al., 2017; Li et al., 2018; Wang et al., 2017).

Mas recientemente, Segovia, Russo y col. mostraron que alta expresion de TMEM176B
en células estromales de cancer de colon se relaciona con menor sobrevida global. Ademas, los
autores detectaron una fuerte correlacién negativa entre la expresién de TMEM176B vy la
activacion del inflamasoma NLRP3 (Segovia y Russo et al., 2019).

3.2.3 Piroptosis, ¢un mecanismo ambiguo en cancer?

Ha sido establecido por afios que la exposicion por tiempo prolongado de células o tejidos
a microambientes inflamatorios aumenta el riesgo a desarrollar neoplasias, por ende, la
activacion de la piroptosis que lleva a la liberacién de mediadores inflamatorios como IL-1B e IL-
18 podrian promover la carcinogénesis. Sin embargo, estudios utilizando ratones NLRP3-/-y
caspl-/- han demostrado que en ausencia de un inflamasoma activo estos ratones son mas
sensibles a desarrollar cancer de colon inducido por azoximetano/sulfato de dextrano sédico
(Dupaul-Chicoine et al., 2010; Allen et al., 2010). Estas observaciones indican que la piroptosis

42



Introduccién

podria jugar un rol dual promoviendo o inhibiendo el crecimiento celular en diferentes modelos
tumorales.

Un estudio reciente mostré que la disminucion en la expresion de GSDM-D promueve la
proliferacion celular en cancer gastrico (Wang et al., 2018). Y en hepatocarcinoma (HCC), Wei y
col. demostraron que la expresidon del inflamasoma NLRP3 esta disminuido e incluso
completamente ausente, y que hay una correlacidn negativa entre su expresion y el grado clinico-
patolégico de la enfermedad (Wei et al., 2014). Por el contrario, en cancer de pulmon de células
pequenas (NSCLC) alta expresion de GSDM-D ha sido asociada con tumores mas grandes,
estadios mas avanzados de la clasificacion TNM (‘Tumor-Node-Metastasis’) y sobrevidas mas
cortas (Gao et al., 2018).

En el contexto de la LLC, la informacidn disponible acerca del rol del inflamasoma es casi
inexistente, de hecho, el Unico trabajo orientado en este sentido es el publicado por Salaro y col.,
quienes describen bajos niveles de NLRP3 en células de LLC asociado a mayor proliferacion
celular, mientras que sobre expresion de NLRP3 causa acelerada apoptosis (Salaro et al., 2016).
En linea con lo reportado por Salaro y col., resultados previos de nuestro grupo, donde se evalué
el transcriptoma de las poblaciones proliferantes IgMP°s/IgGP°s, muestran que esta subpoblacion
tumoral presenta una menor expresion de FOXO1 (‘Forkhead box protein O1’) y CLIC4 (‘Chloride
Intracellular Channel 4’), siendo estas dos moléculas asociadas a la activacion del inflamasoma
NLRP3 (Kim et al., 2017; Liu et al., 2019; Tang et al., 2017; Domingo-Fernandez et al., 2017).
Aunado a esto, ha sido descrito que pacientes con una LLC avanzada tienen menor produccién
de IL-1B, mientras que aquellos que presentan una enfermedad estable los valores de IL-1f3 son
cercanos a lo normales (Aguilar-Santelises et al., 1989; Yan et al., 2011; Garley et al., 2016).

Todo lo descrito hasta ahora sefiala el rol del microambiente en la proliferacion y
sobrevida del clon tumoral en la LLC. Lo cual nos lleva a postular que la interaccién del linfocito
B leucémico con células adyacentes, promueve su activacion, generando asi incremento en la
expresion de las FPs AID+, y la expresion aberrante de esta enzima puede conducir a nuevas
mutaciones que favorezcan a la célula leucémica. Ademas, el microambiente podria estar
promoviendo la sobrevida del clon tumoral, no solo a través de la inhibicidn de la apoptosis sino
también generando sefiales que conllevarian a menor activacién del inflamasoma y como
consecuencia mayor resistencia a la muerte celular por un defecto en la piroptosis.

Tomando en cuenta lo anterior, este trabajo se centra en el estudio de nuevos
mecanismos que pudiesen estar favoreciendo el desarrollo de una LLC mas agresiva, y en este
sentido plantea e intenta responder las siguiente dos preguntas
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¢Una mayor expresion de la enzima mutagénica AID en las FPs esta asociado con el origen
de las dos alteraciones citogenéticas de peor prondstico en la LLC?

¢El canal iénico TMEM176A se asocia al desarrollo de una enfermedad mds agresiva en la
LLC a través de la inhibicion del inflamasoma?
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Objetivos

Objetivo General

Identificar nuevos mecanismos implicados en la proliferacion y sobrevida del clon

tumoral que conlleven al desarrollo de una LLC mas agresiva.

Objetivo Especifico

Iv.

Determinar si existe o no una asociacidn entre un alto porcentaje de la FP IgM+/I1gG+ en
sangre periférica y la evolucion clinica de la enfermedad

Demostrar que la sobreexpresidn de AID en las fracciones proliferantes del clon tumoral
estd asociada a un incremento de alteraciones cromosdémicas.

Analizar el comportamiento de las fracciones proliferantes y de la expresién de AID
durante la terapia con un inhibidor de la BTK.

Evaluar el rol del inflamasoma en células primarias de la LLC.

Identificar nuevos mecanismos o blancos terapéuticos que promuevan la muerte celular
en la LLC.
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1. Muestras de Pacientes

Los pacientes incluidos en el estudio provienen del servicio de Hematologia del Hospital
Maciel en Montevideo, siendo reclutados en el proyecto titulado "Implicancias de la expresion
andmala de la enzima mutagénica AID en la progresidn de la Leucemia Linfoide Crénica", el cual
fue aprobado por el comité de Bioética de dicho hospital, durante el periodo 2015-2019. Todos
los pacientes proporcionaron un consentimiento informado, de acuerdo con las regulaciones
éticas de Uruguay y de la Declaracién de Helsinki. El diagndstico de LLC se basé en caracteristicas
celulares e inmunofenotipicas, de acuerdo con las guias de diagndstico vigentes (Rawstron et al.,
2018).

Una vez obtenida la SP, se procedié al aislamiento de las PBMCs por centrifugacion en
gradiente de densidad, utilizando el reactivo Ficoll-Histopaque—-1077 (Sigma), siguiendo
indicaciones del proveedor e inmediatamente criopreservadas con 90% Suero Fetal Bovino (SFB)
y 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma), utilizando el recipiente de congelacién Thermo
Scientific™ Mr. Frosty™, almacenadas a -80 2C y posteriormente en nitrégeno liquido.

2. Extraccion de Acido Ribonucleico (RNA) y Sintesis de ADN copia (cDNA)

La extraccion de RNA se realizdé a partir de 5x10% PBMCs utilizando el reactivo TRIzol
(Ambion, 15596026) y siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente, el RNA
obtenido se cuantificd por absorbancia a 260nm. A partir de 1ug de RNA se realizd la sintesis de
cDNA, empleando la enzima M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus, Invitogen, 28025). Se
utilizé como cebador oligo dT, de tal manera de retro-transcribir las moléculas de ARN mensajero
(ARNm) presentes en ese momento en la célula tumoral.

3. Determinacidn del Perfil Mutacional IgVH

Para la determinacion del perfil mutacional IgVH se realiza una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir del cDNA de PBMCs con cebadores dirigidos a secuencias consenso de
la region lider (LH) y Cu del gen IgVH. Cuya finalidad es obtener el rearreglo correspondiente al
BCR del clon tumoral, siguiendo los descrito en (Ghia et al.,, 2006). El producto de PCR es
purificado y clonado en el vector pGEM-T easy (Promega, Cat. N2 A137A), luego los plasmidos
son extraidos de las colonias recombinantes utilizando Nucleo Spin® Plasmid (Mancherey-Nagel,
Cat. N2 740588). Posteriormente, se realiza la secuenciacién por la técnica de Sanger partiendo
del oligo SP6, y una vez obtenidas las secuencias, éstas son analizadas en las bases de datos
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IgBLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) o ImMunoGeneTics (IMGT, http://www.imgt.org).

Determinado asi, su porcentaje de identidad con respecto a la secuencia del ADN germinal. Si el
porcentaje de identidad es 298% se considera como IgVH No Mutado, de lo contrario, el paciente
es considerado IgVH Mutado.

4. PCR de AID, LPL y GAPDH

La amplificacidn de AID fue realizada a partir de 1uL del cDNA mediante PCR utilizando
la enzima Taq ADN Polimerasa (Invitrogen, 18038) con los reactivos correspondientes (Buffer,
MgCl2, H20 y oligos), en un termociclador Applied Biosystem 2720. Los oligos utilizados se
muestran en la tabla 2. Siendo las condiciones de ciclado las siguientes: desnaturalizacion inicial
a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 62°C y 1 minuto a
72°C; y un paso de extensién final a 72°C por 5 minutos (Palacios et al., 2010).

Por otro lado, la PCR de LPL (Lipoproteina Lipasa) y GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa) fueron realizadas con 1 pl de ADN vy utilizando el mismo ciclado para ambas:
desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 30
segundos a 62°Cy 1 minuto a 72°C; y un paso de extensién final a 72°C por 5 minutos.

Para la evaluacion de los productos de PCR se emplearon geles de agarosa al 1.5% (Ultra
pura de Invitrogen, Cat. N2 16500), tefiidos con el agente intercalante del ADN, Bromuro de Etidio
(Eurobio, GEPBET02). Se utilizé el peso molecular DNA Ladder con un rango entre 100-2000 pares
de base (Invitrogen, 15628). Y la visualizacién de los geles se llevé a cabo en un transiluminador
(Carestream, Gel Logic 112).

A continuacion, se muestran las secuencias de los oligos utilizados para los 3 genes:

AID 5’-GAG GCAAGAAGA CAC TCT GG-3’ 5’-CTA CTT CTG TGA GGA CCG C-3’
LPL 5-GGA ATG TAT GAG AGT TGG GTG-3’ 5’-CAATGC TTC GAC CAG GGG ACC-3’
GAPDH 5’-GGT GCT GAG TAT GTC GTG GA-3’ 5’-ATG CCA GTG AGCTTCCG TT 3~

Tabla 2. Primers utilizados en las PCR de AID, LPL y GAPDH
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5. Analisis por citometria de flujoy aislamiento celular por ‘cell sorting’ de la FP
IgMPos/1gGPos

1x10° PBMCs asiladas de pacientes con diagndstico de LLC fueron fijadas con 4% de
paraformaldehido (PFA) por 10 minutos a temperatura ambiente (TA). Luego se lavd dos veces
con buffer fosfato salino (PBS), y se llevd a cabo la permeabilizacién con PBS conteniendo 0,5%
de Saponina y 5% de SFB (buffer de permeabilizacién). Finalmente, las células fueron
inmunomarcadas con anti-IlgM F(ab’)2 conjugado a ficoeritrina (PE) (Jackson ImmunoResearch,
Cat. Nro. 709-116-073) y anti-IgG F(ab’)2 conjugado con Alexa Fluor 488 (AF488) (Jackson
ImmunoResearch, Cat. Nro. 709-546-098), a una dilucion de 1:40 y 1:100, respectivamente. La
incubacion se realizd a 42C durante 30 minutos y protegida de la luz. Transcurrido el tiempo de
incubacidn, se lavé dos veces con buffer de permeabilizacion, y las PBMCs fueron adquiridas
utilizando el citometro de flujo CyAn ADP (Dako). Para el andlisis se utilizaron los programas
Summit v4.3 (Dako) y FlowJo (BD).

En cuanto al aislamiento celular por ‘cell sorting’ se aplicé el protocolo marcacion descrito
anteriormente. Con la diferencia, que se utilizd entre 50-100x10° de PBMCs y la separacion
celular se realizo a través del equipo FACSAria Fusion Il (BD). Las células fueron recolectadas en
tubos de 15 ml conteniendo 2ml de SFB y mantenidas en hielo. Posteriormente, fueron lavadas
con PBS y resuspendidas en PBS con 0.02% de azida de sodio.

6. Preparados para FISH

Las células IgMPs/1gGP°s obtenidas a partir del ‘cell sorting’ fueron resuspendidas en una
concentracidon 100.000 células/200 uL de PBS/Azida de sodio 0.02%, y centrifugadas en un
portaobjeto previamente tratado con Poli-L-Lisina 0,1% (Sigma), usando el equipo Cytospin3
(Thermo Shandon) a una velocidad de 1500 rpm por 10 minutos. Los portaobjetos fueron
guardados a -202C hasta el andlisis del FISH, el cual se llevd a cabo en el Laboratorio de
Citogenética del Hospital Maciel, utilizando las sondas de identificador especifico de locus, Vysis
para LLC (Abbot, Cat. Nro. 04N02-022).

7. Purificacion de células CD19P°% por separacidn celular activada por magnetismo
(MACS)

A partir de PBMCs de pacientes con LLC se realizé la purificacién de células CD19r°s
utilizando el sistema MACS. Las células se incubaron con microbeads anti-CD19 humano (Miltenyi
Biotec, 130-050-301) por 15 minutos a 49C. Posteriormente fueron lavadas y se procedié a la
separaciéon magnética, utilizando columnas LS. Se aparté una alicuota de células previo a la

50



Materiales y Métodos

purificacién, y de las fracciones CD19°°y CD19"8 para evaluar la eficiencia de la separacién a
través de citometria de flujo.

8. Western Blot anti-TMEM176A

Células CD19P°* de pacientes con LLC fueron lisadas con el buffer RIPA conteniendo 0,1%
de dodecilsulfato sédico (SDS) e inhibidor de proteasas (Roche, Cat. N2 11873580001),
posteriormente las proteinas fueron sonicadas y cuantificadas utilizando el método del acido
bicinconinico (BCA) (Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher). Previo al sembrado, las
muestras se diluyeron en un buffer de carga (B-mercaptoetanol 25%, SDS 2.5%, Glicerol 50%,
Buffer Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, Azul de Bormofenol 0.1 mg/mL), para luego ser calentadas a
1002C por 10 minutos.

Se cargaron 50 pg de proteina en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones
reductoras (SDS-PAGE) y se corrid a 25 miliamperios por gel. Se realizé electrotransferencia semi-
seca a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm (Amersham, G&E) a 20 voltios por 30 minutos.
Se verificé que la transferencia haya sido efectiva utilizando la tinciéon de Rojo Ponceau, una vez
confirmado esto se procedié a bloquear la membrana con una solucion de TBS-Leche 5% a TA en
agitacién por 2 horas. A continuacién, se incubd con el anticuerpo policlonal de conejo anti-
TMEM176A (Proteintech Group, Cat. Nro. 20378-1-AP) a una dilucion de 1:200 en TBS-Tween 20
0,1%,-Leche 5% durante toda la noche (ON) a 42C. Al dia siguiente se lavd la membrana 3 veces
con TBS-Tween 20 0,1% y se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-IgG de
conejo conjugado a peroxidasa (Sigma, Cat. N2 A0545) a una dilucién de 1:10000 en TBS-Tween
20 0,1%,-Leche 5% por 1 hora a TA en agitacién lenta. Se procedié a lavar la membrana
nuevamente y se reveld con ECL (SuperSignal West Pico, Thermofisher Scientific).

La banda obtenida correspondiente al tamafio esperado para TMEM176A (26 kDa) fue
cuantificada por densitometria, utilizando el programa Image J y normalizada al valor de
expresion constitutiva de la enzima GAPDH, determinados también por WB.

9.Western Blot anti-GSDM-D

La preparacion de las muestras, sembrado, corrida electroforética y electrotransferencia
para evaluar la presencia de la proteina GSDM-D por WB es similar al procedimiento realizado
para TMEM176A. Una vez realizada la electrotransferencia, se procedié a bloquear la membrana
con una solucion TBS-BSA 3% por 2 horas en agitacién. Culminado este tiempo, se incubd con el
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anticuerpo policlonal de conejo anti-GSDMD (Novus, Cat. N@ NBP2-33422) a una dilucién 1:400
en TBS-Tween 20 0,1%-BSA 1% e incubado ON a 42C. Al dia siguiente se lavé la membrana 3
veces con TBS-Tween-20 al 0,1% y se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma, Cat. N2 A0545) a una dilucion de 1:10000 en TBS-
Tween 20 0,1%,-Leche 5% por 1 hora a TA en agitacidn lenta. Se procedié a lavar la membrana
nuevamente y se reveld con ECL (SuperSignal West Pico, Thermofisher Scientific).

Las bandas obtenidas, correspondiente a la proteina en su forma completa, asi como los
fragmentos producto del clivaje de GSDM-D fueron cuantificadas por densitometria, utilizando
el programa Image J y normalizadas a los valores de expresidn constitutiva de la enzima GAPDH.

10. Western Blot anti-GAPDH

GAPDH es una proteina de expresidon constitutiva, por ende, es ampliamente utilizada
como control interno de carga para normalizar los resultados de expresién de proteinas. Por lo
que, a partir de las membranas previamente utilizadas para los WB anti-GSDMD y anti-
TMEM176A se procedio a la determinacién de GAPDH. Con esta finalidad, se bloqued por 1 hora
con TBS-Leche 5% y luego se incubd con el anticuerpo policlonal de conejo anti-GAPDH (Abcam,
Cat. N2 ab37168) a una dilucidn 1:5000 en TBS-Tween20 0,1%,-Leche 5% por 1 hora a TA. Se lavd
3 veces con TBS-Tween20 0,1% y se incubd durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo conjugado a peroxidasa (Sigma, Cat. N2 A0545) a una dilucion de 1:10000 en TBS-
Tween 20 0,1%,-Leche 5% por 1 hora a TA en agitacidn lenta. Se procedid a lavar la membrana
nuevamente y se reveld con ECL (SuperSignal West Pico, Thermofisher Scientific). La banda
obtenida correspondiente al peso molecular estimado para GAPDH (37 kDa) fue cuantificada
utilizando el programa Image J.

11. Evaluacidon de la muerte celular espontanea en células de LLC en cultivo

PBMCs criopreservadas obtenidas a partir de pacientes con LLC fueron puestas en cultivo
celular en una densidad de 1x10°%/400 pL de medio RPMI complementado con 10% de SFB,
penicilina 100 ug/ml, estreptomicina 100 pg/ml, amortiguador HEPES 1% y piruvato de sodio 1%.
Para la evaluacion del clivaje de GSMD-D se utilizaron entre 5-7x10° de células, colocadas en
placas de 12 pocillos por 24 horas en atmésfera himeda a 372C y 5% de CO2. Transcurrido este
tiempo, se recolectaron las células, se lavd con PBS y el pellet seco fue guardado a -80 2C hasta
la realizacién del WB anti-GSDMD, siguiendo el protocolo descrito anteriormente.
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En cuanto al ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) se llevé a cabo en el sobrenadante
obtenido a partir 0,5x10° células cultivadas por triplicado en placas de 96 pocillos por 2, 24y 48
horas en atmdsfera humeda a 372C y 5% de CO2. Una vez culminada la incubacién, se prosiguio
a la cuantificacion de LDH a través del kit comercial Pierce LDH Cytotoxity Assay (Thermo
Scientific, Cat. N2 88954), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

12. Inmunofluorescencia de NLRP3 y Casp. 1 activa

Entre 0,5-1x10°de PBMCs criopreservadas y aisladas de pacientes con LLC fueron puestas
en cultivo celular por 24 horas en las condiciones de medio descritas en el apartado anterior,
transcurrido el periodo de incubacién las células fueron recolectadas, lavadas con PBS y marcadas
para la deteccidn de Casp.1 activa con la sonda FLICA-660-YVAD-FMK (ImmunoChemistry, Cat.
N2 9122), dilucidn 1:250 e incubadas a 379C protegidas de la luz por 30 minutos, después fueron
lavadas y fijadas con las soluciones provistas por el kit. Una vez fijadas, las células fueron
resuspendidas en 30 plL de PBS y decantadas en un portaobjeto, previamente tratado con poli-L-
Lisina 0,1% (Sigma), dejandose adherir por 2 horas. Posteriormente, se realizd la
permeabilizacién con PBS-BSA 3%-Triton X-100 0.1% (PBT) por 15 minutos y luego se llevd a cabo
la marcacién con un anticuerpo monoclonal de rata 1gG;a anti-NLRP3 (R&D, Cat. N2 MAB7578),
dilucién 1:50 en PBT e incubado protegido de la luz por 1:30 h. Transcurrido la incubacidn, se
realizaron 2 lavados con PBT y se procedidé al marcado con el anticuerpo secundario anti-IgG de
rata conjugado a AF488 (Cell Signalling, Cat. N2 4416) e anti-lgM F(ab’)2 conjugado a PE, dilucion
de 1:1000 vy 1:40, respectivamente. Se incubaron por 45 minutos, protegidos de la luz.

Finalmente, se realizaron 3 lavados y se hizo una marcacién con DAPI (Cell Signalling, Cat.
N2 4083), dilucién 1/5000 en PBS por 5 minutos. El montaje se realizd con ProLong y los
preparados fueron observados en el Microscopio Confocal Zeiss LSM 800, utilizando aumento
60x con lente de inmersidn en aceite.

13. Cultivo de células de LLC con (+)-BayK8644 y/o Venetoclax

Para la realizacién de la curva dosis-tiempo-respuesta del (+)-BayK8644, 1x10° de PBMCs
criopreservados fueron puestas en cultivo celular por duplicado en placas de 48 pocillos en las
condiciones de medio descritas anteriormente. Se evaluaron 5 concentraciones de (+)-BayK8644
(5,10, 25,50y 100 uM). Ademas, se mantuvo 2 condiciones control, una conteniendo el vehiculo,
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correspondiente al equivalente del (+)-BayK8644 en EtOH, y otra solo con medio. Todas las
células fueron mantenidas por 6 y 24 horas a 372Cy 5% de CO2.

En cuanto al venetoclax (MedKoo, Biosciences), 1x10° de PBMCs criopreservados fueron
cultivadas con 2.5, 5, 10 y 100 nM de la droga por 4 y 12 horas. Como controles, se usé el
equivalente de DMSO, correspondiente a la concentracién de 100nM, mas una condicidn solo
con medio, esta Ultima con la finalidad de medir el porcentaje de muerte celular espontdnea.

El efecto combinado de ambos compuestos fue evaluado a través del cultivo de 1x10°8 de
PBMCs con 50 uM de (+)-BayK8644 o el equivalente de EtOH por 20 horas. Pasado este tiempo
se afadié 10 nM de Venetoclax o su equivalente en DMSO por 4 horas mas. En todos los casos
anteriores la respuesta al tratamiento se evalué por la activacion de Casp.1 y viabilidad celular,
evidenciada por citometria de flujo.

El clivaje de GSDM-D inducido por ambas drogas fue determinado a través del cultivo
celular de 5-7x108 PBMCs en placas de 12 pocillos con 50 uM de (+)-BayK8644 o el equivalente a
EtOH por 2 horas. Transcurrido este tiempo se agregd venetoclax 10 nM o DMSO por 4 horas
mas. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS, y se guardo el pellet seco a -80 hasta el
analisis de GSDM-D por WB.

14. Evaluacidn de la activacion de Casp. 1 y viabilidad celular por citometria de
flujo

La activacidon de Casp.1 se evalud con la sonda 660-YVAD-FMK (ImmunoChemistry, Cat.
N2 9122), usada a una dilucién 1:250 e incubada por 30 minutos a 379C, protegida de la luz.
Posteriormente las células fueron lavadas dos veces con un buffer provisto en el kit e incubadas
por 30 minutos a 42C con anti-IlgM F(ab’)2 conjugado PE (Jackson ImmunoResearch, Cat. Nro.
709-116-073), dilucidén 1:40 en PBS-SFB 4%. Finalizado el tiempo de incubacién, se realizaron 2
lavados con PBS-SFB 4% y se agregd DAPI como agente intercalante del ADN (Cell Signalling, Cat.
N2 4083), dilucién 1/5000, previo a la adquisicién con el equipo FACSAria Fusion Il (BD).

15. Ratones Ep-TCL1

La cepa Eu-TCL1 fue gentilmente proporcionada por The Feinstein Institutes for Medical
Research, Nueva York. Los ratones se mantuvieron en el Bioterio SPF (‘Specific Pathogen Free’)
del Institut Pasteur de Montevideo, siguiendo las normativas éticas internacionales para el uso
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de animales de laboratorio (ARRIVE Guidelines). Todos los experimentos fueron supervisados y
aprobados por el comité de ética en el uso de animales (CEUA) de la institucidn bajo el protocolo
N2 002-18. Se establecio una tabla de calificacién para definir el punto final humanitario, donde
se evalud aspectos relacionados al estado general del ratéon y a la enfermedad, que se muestran
a continuacién:

Apariencia general Puntos Estado corporal Puntos Comportamiento  Puntos
Normal 0 Normal 0 Normal 0
e i 1 Aumento o perdida leve de 1 Abatimiento, qebllldad o 1
peso letargia
Encorvado 2 Adelgazamiento severo 2 Inactivo y/o postrado 2
Ojos cerrados 2 Obesidad severa | 2 H|persen.S|b|I|dad d 2
estimulo
Moribundo 4 Obesidad severa Il 4 Automutilacion 4
Pelaje Puntos Deshidratacion Puntos Respiracion Puntos
Normal 0 Normal 0 Normal 0
s 1 Pliegue cutaneo que 1 Aumento o disminucién 1
desaparece lento leve
Eczema y perdida de pelo 2 P CHETED AL 2 Respiracion rapida 2
permanece
Lesiones multiples infectadas 2 Ojos entrecerrados 2 Dificil e irregular 2
Ulceras numerosas 4 Animal letérgico 4 Ruidos anormales 4

Tabla 3. Tabla de punto final humanitario para ratones Eu-TCL1.

Una vez que el animal alcanzaba un puntaje mayor a 14, o al menos una seccién con
puntaje 4, se procedia a la eutanasia por dislocaciéon cervical y extracciéon del bazo bajo
condiciones de esterilidad. Posterior a la disrupcidon mecanica del tejido, usando Cell Strainer de
100 uM (Corning), las células fueron contabilizadas con camara de Malassez. Reservando 3x10°
de esplenocitos para la determinacidn del clon tumoral por citometria de flujo y el resto fueron
criopreservadas en 90% de SFB y 10% de DMSO (Sigma), utilizando el recipiente de congelacion
Thermo Scientific™ Mr. Frosty™, y almacenadas a -80 eC.

16. Determinacion de la expresion de TMEM176A en ratones Ep-TCL1 por PCR

Utilizando el reactivo TRIzol se extrajo RNA a partir de muestras de bazo de ratones Ep-
TCL1 con 290% de infiltracion tumoral, determinado por citometria de flujo. Partiendo de 1 ug
de RNA se realizé la retro-transcripcion como fue descrito anteriormente y se procedid a la
realizaciéon de la PCR de TMEM176A. Se utiliz6 GAPDH como gen de control interno y como
control positivo, células dendriticas de MO obtenidas de ratones “wild type” C57BL/6. La
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amplificacion de TMEM176A fue realizada a partir de 1ulL del cDNA, mediante una PCR utilizando
la Tag ADN Polimerasa (Invitrogen, 18038) con los reactivos correspondientes y en el
termociclador Applied Biosystem 2720. Los oligos utilizados fueron, Forward: 5’-GCA GTC GGC
AAG GTG GA-3’ Reverse: 5'-CAG CAT CCG CTT CCA CCC AG-3, y las condiciones de ciclado fueron
las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de: 45 segundos
a94°C, 30 segundos a 61° y 1 minuto a 72°C; y un paso de extensidn final a 72°C por 5 minutos.

Para la amplificacién de GAPDH, se aplicaron las mismas condiciones usadas en humanos.

17. Cultivo celular de esplenocitos de Eu-TCL1 en presencia de (+)-BayK8644 y
Venetoclax

1x10° esplenocitos criopreservados de ratones Ep-TCL1 con enfermedad avanzada,
fueron puestos en cultivo celular por duplicado en placas de 48 pocillos con 400 uL de medio
RPMI complementado con 10% de SFB, penicilina 100 pg/ml, estreptomicina 100 ug/ml,
amortiguador HEPES 1%, piruvato de sodio 1%, aminodcidos no esenciales 1% y beta-
mercaptoetanol 0,05 mM. Se afiadié 50 uM de (+)-BayK86444, Venetoclax 10 nM o, el
equivalente en vehiculos (EtOH y DMSO) por 6 horas en atmdsfera humeda a 372C y 5% de CO2.

Pasado este tiempo, las células fueron marcadas para Casp.1 activa con la sonda FLICA
660-YVAD-FMK, siguiendo el mismo protocolo descrito para células humanas. Posteriormente,
los esplenocitos se incubaron por 30 minutos a 42C con anti-IgM conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (BioLegend, Cat. N2 406506) y anti-CD5 conjugado a PE (Biolegend, Cat. N2
100608), dilucion 1:30 y 1:200 en PBS/SFB 4%, respectivamente. Transcurrido la incubacidn, las
células fueron lavadas 2 veces con PBS/SFB 4% y marcadas con DAPI (Cell Signalling, Cat. N2
4083), dilucion 1/5000, previo a la adquisicidn con el equipo FACSAria Fusionlll (BD).

18. Transferencia celular adoptiva (TCA) de ratones Ep-TCL1

Entre 10-15x10°8 de esplenocitos criopreservados obtenidos a partir de 3 ratones Ep-TCL1
con infiltracion tumoral 270% en bazo fueron transferidos en 200 uL de PBS por via
intraperitoneal (IP) en ratones Eu-TCL1 jévenes entre 10-12 semanas de edad. Se realizo
extraccidn de sangre periférica de la vena submandibular antes de la TCA y luego semanalmente
a partir de los 21 dias post transferencia. Los ratones recibieron anestesia inhalatoria con
isoflurano (Terrell), previo al sangrado y se extrajo entre 50-75 uL de sangre venosa, recolectada
en tubos de 1.5 ml, previamente impregnados con 10 uL de EDTA 3K (Deltalab, Cat. N2 705010).
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Una vez obtenida la SP, se realizé hemograma para obtener los valores de recuento de
leucocitos, plaguetas y hemoglobina, usando el equipo Mindray BC-5000 Vet. Ademas, 10 plL de
SP fue tratada con 100 ulL de buffer de lisis de gldébulos rojos por 5 minutos. Las células
remanentes fueron marcadas con los anticuerpos murinos anti-CD19 conjugado a FITC
(BioLegend, Cat. N2 152404) y anti-CD5 conjugado a PE (BioLegend, Cat. N2 100608), dilucidon
1:40 y 1:200, respectivamente. La incubacidn se realizd por 30 minutos a 42C y protegida de la
luz. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizé 1 lavado con PBS/SFB 4% y las células fueron
adquiridas con el citdmetro de flujo Accuri (BD) para determinar el porcentaje del clon tumoral
en SP.

19. Tratamiento con (+)-BayK8644 y Venetoclax en el modelo de transferencia
celular adoptiva Ep-TCL1.

16 ratones Ep-TCL1 jévenes recibieron por via intraperitoneal 10x10° esplenocitos
obtenidos a partir de 3 de ratones Ep-TCL1 con infiltracion tumoral 270% en bazo. Pasado 1
semana de la TCA los animales fueron divididos en 4 grupos (Control, BayK, Venetoclax y
BayK+Venetoclax), tomando en cuenta el sexo y la linfocitosis, para iniciar asi el tratamiento.

El (+)-BayK8644 fue administrado via intraperitoneal a 1mg/Kg diluido en 200 uL de PBS
(Segovia and Russo, et al. 2019). En cuanto al venetoclax, se usé una dosis escalonada de 50
mg/Kg la primera semana y 100 mg/Kg para el resto del tratamiento, siendo administrado por via
enteral a través de canula orofaringea flexible en un volumen de 100 pL constituido por 60% de
Phosal 50 PG (Lipoid), 30% de polietilenglicol 400 (PEG-400) (Sigma) y 10% de EtOH (Carter et al.,
2017). El grupo control recibié el vehiculo de ambas drogas, PBS con el equivalente en EtOH via
IP mds la combinacién de Phosal-PEG400-EtOH via oral. Todos los tratamientos fueron dados
diariamente durante 8 semanas. Y se realizd sangrado de la vena submandibular previo a la TCA,
y luego una vez por semana desde el inicio de las terapias y extendidos hasta 2 semanas posterior
a la interrupcién de las drogas. A partir de la SP se realiz6 hemograma, utilizando el equipo
Mindray BC-5000 Vet, asi como la evaluacién del clon tumoral por citometria de flujo, siguiendo
el protocolo descrito en el apartado anterior. Una vez finalizado el tratamiento, los ratones
fueron evaluados 2 veces por semana hasta la semana 20 para determinar la sobrevida de los 4
grupos, tomando en cuenta los criterios de la tabla de punto final humanitario. En la siguiente
figura se resume el esquema de tratamiento administrado.

57



Materiales y Métodos

@ Extraccion de SP

Venetoclax via oral

(+)-BayK8644 via IP 1 mg/kg

Semanas

Fig. 7 Esquema de tratamiento en el modelo Ep-TCL1. Ratones Ep-TCL1 entre 10-12 semanas recibieron cada uno por via
IP 10x10¢ esplenocitos aislados de 3 ratones Ep-TCL1 con infiltracién tumoral en bazo 270%. Pasado 1 semana de la TCA se
inicié el tratamiento con 1mg/Kg de (+)-BayK8644 por via IP y/o venetoclax via oral. Este Gltimo fue dado a 50 mg/kg la
primera semana y luego escalado a 100 mg/kg para el resto del tratamiento. El grupo control recibié el vehiculo tanto del
(+)-BayK8644, correspondiente a PBS con EtOH, asi como del Venetoclax (Phosal-PEG400-EtOH). Ambos tratamientos fueron
administrados diariamente por 8 semanas. Ademas, se realizd extraccion de SP previo a la TCA y luego semanalmente hasta
la semana 11 para el seguimiento del clon tumoral.
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1. Un alto porcentaje de la FP IgMP°*/IgGP° en sangre periférica se
asocia a una enfermedad mas agresiva.

1.1 Determinacion del porcentaje de la FP IgMP°/I1gGP° por citometria de flujo.

Nuestro grupo describid la presencia de un alto porcentaje de la FP IgMP°/IgGP° en SP de
pacientes LLC con un perfil de genes IgVH No Mut y con una acelerada progresion clinica (Palacios
et al., 2010). Tomando en cuenta dicha observacién, la seleccién de individuos para este estudio
se baso en el perfil mutacional. Se incluyeron asi, 15 pacientes con perfil de genes IgVH No Mut,
de los cuales 14 presentaban ademas expresion de los marcadores AID y LPL (Lipoproteina Lipasa)
a nivel de ARNm. Mientras que, los 11 pacientes restantes se corresponden con un perfil IgVH
Mut con negatividad para AID y LPL en casi todos los casos (Tabla 4).

Una vez establecido ambos grupos, y utilizando la técnica de citometria de flujo, se
procedio a la determinacion del porcentaje de la FP 1gMP°/IgGP°s en SP, a partir de PBMCs
obtenidas al momento del diagndstico de la enfermedad. Los resultados muestran mayor
frecuencia de la FP IgMP°/1gGP°s en SP de pacientes con un perfil IgVH No Mut, con una media
de 2,82%. Mientras que, en los pacientes con perfil IgVH Mut esta media fue de 1,88% (p: 0.0305,
t test, two tailed) (Fig. 8). corroborando las observaciones previas del laboratorio en esta nueva
cohorte de pacientes que se utilizé para la presente tesis.

IgVH Mutado IgVH No mutado .
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Fig. 8 Porcentaje de la FP IgMros/IgGros de acuerdo con el perfil IgVH Se eligieron 26 pacientes con diagndstico de LLC, de
los cuales 11 presentaban un perfil de genes IgVH Mut y 15 No mut. A partir de PBMCs obtenidas al debut de la enfermedad,
se procedio al andlisis de la FP IgMPros/IgGros, A la izquierda se muestra graficos de puntos representativos de un paciente
mutado y uno no mutado, y a la derecha la cohorte total de los 26 pacientes analizados. En la gréfica se puede observar que
el grupo IgVH no mutado presenta una mayor frecuencia de células IgMPos/IgGres, con una media de 2,82%, frente al 1,88%
presentado por los pacientes IgVH mutado (p: 0.0305, t test, two tailed).
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A continuacidn, se muestra una tabla con las caracteristicas clinicas y moleculares de los
pacientes incluidos en este analisis (Tabla 4).

Recuento de
LLC N2 Binet linfocitos, Perfil IGHV  FISH AID LPL IgM‘}i;I';G+ (MTeT;s)
x10e3/uL

1 B 43,66 No Mut de|1131%/ EE) B (#) 16 14
2 B 80 NoMut  S/A (#) (#) 26 24
3 A 19,45 NoMut  S/A ) () 153 37
a A 26,2 NoMut  S/A ) ) 1.25 16
5 B 21,42 NoMut  S/A (+) (+) 4 14
6 A 49,47 NoMut  S/A +) ) 2.2

7 C 40,22 NoMut  Tri12 #) #) 3.3 1
8 B 81 NoMut  S/A *) () 3.2 10
9 C 27,49 No Mut de|1173;;/ = 8 41 12
10 B 90,40 NoMut  deli3q ) () 4.93 6
1 B 161,00 NoMut  delllq ) #) 2.67 1
12 B 5,27 NoMut  N/D +) ) 3.18 8
13 B 77,00 NoMut delllq +) #) 3.57 9
14 C 112 NoMut  del17p #) #) 1,37 11
15 B 57 NoMut  S/A *) () 2.0 9
16 B 75,32 Mut N/D (+) ) 3.0 8
17 A 24,73 Mut S/A ) 8 0.78 N/T
18 B 53,00 Mut N/D “ A 33 18
19 A 37,52 Mut  deli3q (+) 8 1.59 38
20 A 18,87 Mut S/A A A 2.4 N/T
21 C 71,20 Mut N/D A A 18 1
22 A 36,60 Mut S/A (@] ) 1.8 N/T
23 A 14,80 Mut  dell3q (+) 8 2.0 N/T
24 A 25,80 Mut S/A A A 1.18 N/T
25 A 19,50 Mut N/D ) #) 12 N/T
26 A 24,00 Mut S/A () (#) 15 N/T

Tabla 4 Caracterizacion clinica y molecular de pacientes con LLC. Para cada paciente se incluyd: A) Clasificacion
clinica de Binet: A, B o C. B) Recuento linfocitario (10x103 células/uL) en SP C) Perfil mutacional IgVH: Mutado o No
mutado. D) Alteraciones citogenéticas evaluadas por FISH: del13q, del11q, tril2, del17p, sin alteraciones (S/A), no
determinado (N/D). E) Expresion de los marcadores moleculares AID y LPL, determinados por PCR y ambos
asociados a peor prondstico F) Porcentaje de la FP IgMPos/IgGros G) ‘Time to first treatment’ (TFT), valor expresado
en meses o no tratado (N/T).

1.2 El porcentaje de la FP 1gMP°s/1gGP°s al debut de la enfermedad se asocia al
estadio Binet y puede predecir el TFT.

Una vez conocido el porcentaje de la FP IgMP°s/I1gGP° de los 26 pacientes involucrados en
el estudio, se procedid a evaluar si existia una asociacién entre ellos y las etapas mds avanzadas
de la enfermedad. Los resultados muestran que pacientes con estadios Binet B o C al momento
del diagndstico presentan un mayor porcentaje de FP IgMP°/IgGP°s en SP (p: 0,0002, t Test, two
tailed) (Fig. 9-a).
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Con el objetivo de profundizar nuestros estudios sobre la importancia de las poblaciones
proliferantes en la sangre periférica de pacientes con LLC y su rol en la progresion de la
enfermedad, decidimos evaluar si el porcentaje de la FP tiene un impacto en el ‘Time to First
Treatment’ (TFT). Para ello se hizo un analisis retrospectivo a 5 afios, y se establecié un punto de
corte de 2%, con base a lo reportado por (Palacios et al., 2010). Aquellos pacientes con células
IgMP°s/IgGP*s en SP >2% fueron definidos como alta frecuencia, mientras que quienes
presentaban un porcentaje <2% fueron clasificados como baja. Una vez analizados todos los
datos se realizé una gréfica de Kaplan-Meier. Como puede observarse, nuestro analisis muestra
de manera significativa que aquellos pacientes con mayor porcentaje de FP en SP al momento
del debut de la enfermedad requirieron tratamiento antes (media de TFT = 9 meses). Por el
contrario, para aquellos pacientes en donde la FP fue igual o inferior al 2%, el tiempo que
transcurrié desde el debut hasta el primer tratamiento fue mayor (media de TFT= 38 meses) (p:
0.061, test de Log-rank) (Fig. 9-b).

a) b)
FP - IgM+/IgG+
- Alta FP >2%
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[ d
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Fig. 9 El porcentaje de la FP IgMPos/IgGros se asocia a una enfermedad mas agresiva. a) Resultados de citometria de flujo
muestran mayor expresion de la FP IgMPpos/IgGros en aquellos pacientes que presentaron un estadio Binet B o C al momento
del diagndstico (p:0.0002, t Test, two tailed); b) Los pacientes fueron divididos de acuerdo si presentaban una alta (>2%) o
baja (<2%) frecuencia de FP, y a través de un analisis retrospectivo a 5 afios se determind el TFT de cada uno. Observamos
que aquellos pacientes con mayor porcentaje de FP en SP al debut de la enfermedad requirieron tratamiento antes, con una
media de TFT de 9 meses, mientras que quienes presentaban una FP <2% la media de inicio de tratamiento fue de 38 meses

(p: 0,0061 , test de Log-rank).
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1.3 La FP 1gMP°5/I1gGP° aumenta con la progresion de la enfermedad.

Dado que todos los estudios mostrados anteriormente sugieren una asociacion positiva
entre el porcentaje de la FP en SP y la evolucidn clinica del paciente, hipotetizamos que la
progresion de la enfermedad podria ir acompanada de un incremento de la subpoblacién
proliferante IgMP°s/IgGP®. Para probar esta hipdtesis, se seleccionaron 6 pacientes con
diagnodstico de LLC, determindndose por citometria de flujo el porcentaje de FP IgMP/IgGP® al
debut de la enfermedad y al momento de la progresion clinica. Esta Ultima definida por el pasaje
a un estadio Binet B o C, o la presencia de sintomas de enfermedad activa con indicacién de
tratamiento. La media de progresién de este grupo fue de 18 meses, cuyas caracteristicas clinico-
moleculares se muestran en la tabla 5.

Lcne | Debuto Rﬁ;'f':::zsde Perfil % FP TFT
Progresion x10e3/ul IGHV IgM+/1gG+ | (Meses)
80 S/A 2,6
2 24

Debut B (+) (+)
No Mut
Progresién ¢ 128 del17p/delllq (+) (+) 4,7
+ +
2 Debut A 19,45 R S/A (+) (+) 1,53 -
Progresién B 50 N/D (+) (+) 4,1
Debut A 26,2 S/A (+) (+) 1,25
4 No Mut 16
Progresion B 75,6 delllq (+) (+) 2,17
Debut B 21,42 S/A (+) (+) 4
5 No Mut 14
Progresion C 144,60 S/A (+) (+) 5,5
Debut C 112 del17p (+) (+) 1,37
14 No Mut 11
Progresién c 218 N/D (+) (+) 4
Debut B 57 S/A (+) (+) 2
15 No Mut 9
Progresion C 168 N/D (+) (+) 4,15

Tabla 5 Caracterizacion clinica y molecular de pacientes con LLC al debut y en la progresion de la enfermedad. Para cada
paciente se incluyé: A) Clasificacion clinica de Binet: A, B o C. B) Recuento linfocitario (10x103 linfocitos/uL) C) Perfil
mutacional IgVH: Mutado o No mutado. D) Alteraciones citogenéticas evaluadas por FISH: del13q, delllq, tril2, dell7p, sin
alteraciones (S/A), no determinado (N/D). E) Expresion de los marcadores moleculares AID y LPL, determinados por PCR y
ambos asociados a peor prondstico F) Porcentaje de expresidn de la FP IlgMPos/IgGros G) ‘Time to first treatment’ (TFT), valor
expresado en meses o no tratado (N/T).

El andlisis de los resultados indica un incremento significativo de células IgMP°s/IgGP°s en
SP durante la progresion clinica de la enfermedad en todos los individuos evaluados (***p: 0.007,
t test, two tailed) (Fig. 10). De manera interesantes, a 3 de estos 6 pacientes se les pudo realizar
el estudio FISH al tiempo de la evolucion y los datos muestran que en dos de ellos (LLC-2 y LLC-4)
se detecté una aberraciéon cromosdmica de mal prondstico al momento de la progresion. Asi, por
ejemplo, el paciente 02 presentd una doble delecién (delllq + dell7p) y el paciente 04 una
delllq, las cuales estaban ausentes al debut de la enfermedad.
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Fig. 10 FP IgMros/IgGros durante la progresidn clinica de la LLC. Se eligieron 6 pacientes con diagndstico de LLC y se
determind por citometria de flujo el porcentaje de la FP IgMPos/IgGres en SP tanto al debut (Td) como al momento de la
progresidn clinica (Tp). A la izquierda se muestran graficos de punto de un paciente representativo, evidenciandose
incremento de la fraccién doble positiva para IgM e IgG en la evolucién clinica de la enfermedad. A la derecha se encuentra
graficados el resultado de los 6 individuos estudiados, apreciandose un incremento significativo del porcentaje de células
IgMPos/IgGPos en la progresion (***p: 0.007, t test).

2. La FP es la primera subpoblacion tumoral en adquirir la delllq

En la LLC no existe una Unica alteracién cromosémica que la defina, como si ocurre en
otras patologias hemato-oncoldgicas de células B. Sin embargo, en un 82% de los pacientes es
posible encontrar principalmente deleciones, ya sea al debut o en la progresién clinica de la
enfermedad. A pesar de la alta frecuencia de estas alteraciones citogenéticas en la LLC, aun se
desconocen los mecanismos involucrados en su generacion. Diferentes trabajos han demostrado
una asociacién entre la expresion de AID y la presencia de aberraciones cromosémicas de mal
prondstico en esta leucemia (Heintel et al., 2004; Leuenberger et al., 2010; Patten et al., 2012;
Gelmez et al., 2014). Es posible que el microambiente tumoral conlleve a la proliferacién y a la
expresidn sostenida de AID en el linfocito B leucémico, y dada la accion mutagénica de esta
enzima, consideramos posible que los dafios que esta genera en el ADN podrian contribuir al
origen de las alteraciones cromosdmicas descritas en esta patologia.

Tomando en cuenta estas observaciones y partiendo del hecho que en la LLC las células
proliferantes son las que mayoritariamente expresan la enzima AID (Palacios et al., 2010; Patten
et al., 2012; Huemer et al. 2014) decidimos determinar si la del11q y la del17p, involucrando los
genes ATM y TP53 respectivamente, son encontradas diferencialmente en la FP respecto a la FQ.
Para llevar a cabo este objetivo, se seleccionaron 7 pacientes AID positivos con un perfil IgVH No
mut y se realizo purificacion celular por ‘cell sorting’ de la FP 1IgMP°%/IgGP®y la FQ IgMPs/IgG"e8 al
debut y al tiempo de la progresidon. Una vez obtenidas las 2 subpoblaciones en las dos etapas de
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la enfermedad, se prosiguid a la realizacion y andlisis de estas deleciones por FISH. Para cada

muestra se contaron 300 nucleos y se establecid como punto de corte 5% de nucleos positivos

para hacer un diagndstico de delllqg o del17p, de acuerdo con la estandarizacién reportada por

el Consorcio de Investigacidén en LLC (Smoley et al., 2010).

Los resultados muestran que, de los 7 pacientes evaluados, todos fueron negativos para

la delllq en la FQ al momento del debut. Por su parte en la FP, 4 pacientes (57,14%) fueron
positivos, 2 presentan un resultado normal; y en el paciente LLC-03 se contabilizé 3,33% de

nucleos con pérdida de ATM. Los 5 pacientes que presentaron nucleos con pérdida de ATM en la

FP, pero no en la FQ al momento del debut, pasaron a ser positivos para la delllq en su FQ

cuando se evalud luego de la progresion clinica. Por su parte, la muestra LLC-07 comienza a ser

positiva para delllq solamente en la FP y no en la FQ cuando la enfermedad progresa (Fig. 11).

En conjunto, estos datos sugieren que la FP es la primera en adquirir la del11q.
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Fig. 11 Evaluacion de la del11q en la FQ y FP. La FP IgMPpos/IgGres y la FQ IgMPos/IgGree fueron aisladas de 7 pacientes
AID+y con un perfil IgVH No Mut tanto al debut como en la progresion de la enfermedad. Posteriormente se realizd
el FISH para el gen ATM, se contaron 300 nucleos por muestra y se determind un punto de corte 25% para definir
positividad de la delecién. Los resultados muestran que, en 5 de los 7 pacientes evaluados, que corresponde a un
71,42% de la muestra, la FP es la primera en adquirir la delllq, y que luego durante la progresion clinica dicha

alteracidn citogenética se extiende al clon tumoral total.

En cuanto a la dell17p, el paciente LLC-01 y LLC-03 muestran un comportamiento similar

a lo observado con la delllqg, donde la FP es la primera en adquirir la deleciéon de TP53 y luego

se extiende al clon tumoral total durante la progresion. Sin embargo, esto no se observo en el

resto de los pacientes involucrados en el estudio (Fig. 12).
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Fig. 12 Evaluacion de la del17p en la FQ y FP. La FP IgMPs/IgGros y la FQ IgMPos/IgGnee fueron aisladas de 7 pacientes
AID+ y con un perfil IgVH No Mut tanto al debut como en la progresién de la enfermedad. Posteriormente se realizé
el FISH para el gen TP53, se contaron 300 nucleos por muestra y se determind un punto de corte >5% para definir
positividad de la delecidn. Los resultados muestran que, en el paciente LLC-01 y LLC-03 la FP adquiere primero la
dell17p y luego durante la progresién clinica se extiende también a la FQ. Sin embargo, en el resto de los individuos
analizados esta tendencia no fue confirmada.

Dado a que existen trabajos que demuestran que la enzima AID es requerida para la
generacion de la translocacion C-MYC/IGH en los linfomas de Burkitt (Ramiro et al., 2004;
Duquette et al., 2005) y que dicha alteracién cromosdmica no ha sido descrita en LLC cuando se

estudia la citogenética de todo el clon tumoral, decidimos determinar si en la FP esta

translocacién estaba presente. Para ello, se evalué también C-MYC por FISH en 3 pacientes,

obteniéndose como resultado que tanto la FP como la FQ no muestran esta alteracion

citogenética al debut de la enfermedad. Este dato confirma que la translocacién C-MYC/IGH no

ocurre en las células de LLC a pesar de la expresién de la enzima AID, y representa un control de

especificidad de lo observado para la del11q (Fig. 13).
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Fig. 13 Translocacion C-MYC/IGH en la
FQy FP. Se muestra el resultado del FISH
de 3 pacientes con diagndstico de LLC, en
cada uno se evalud la presencia de la
translocacion C-MYC/IGH tanto en la FQ
IgMPos/IgGnee como en la FP IgMPos/IgGros
al debut de la enfermedad, los resultados
revelan que ambas subpoblaciones
tumorales son negativas para esta
alteracidn citogenética.
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3. El tratamiento con ibrutinib disminuye el porcentaje de las FPs y la
expresion de la enzima AID.

Elibrutinib es un inhibidor irreversible de la enzima BTK que ha mostrado una satisfactoria
respuesta clinica en la LLC, especialmente en aquellos pacientes con del(17p) o mutacién en
TP53(Burger et al, 2015; Ahn et al., 2018). Dado que esta droga bloquea la seializacion mediada
por el BCR, parte de su éxito se ha atribuido a la inhibicién de la proliferacion del clon leucémico
(Herman et al., 2014; Burger et al., 2017). Sin embargo, el efecto directo del ibrutinib sobre las
poblaciones proliferantes no ha sido estudiado aun. En este contexto y en colaboracién con el
laboratorio del Dr. Jan Burger en el MD Anderson Cancer Center, decidimos evaluar el porcentaje
de diferentes FPs, antes y después del tratamiento con ibrutinib. La cohorte de estudio en este
caso estuvo conformada por 10 pacientes con diagnostico de LLC de caracteristicas clinicas
agresivas, quienes recibieron ibrutinio en el contexto del estudio clinico NCT02007044
(ClinicalTrials.gov).

Los resultados obtenidos fueron publicados en la revista Blood en el afio 2019 y forman
parte de este trabajo de tesis (Morande & Sivina, 2019). En ese manuscrito reportamos una
disminucion significativa de las FPs IgMP°s/IgGP°s y CXCR4!°%/CD5Meh 3 partir de la semana 1 de
tratamiento. Ademas, en otras FPs como la CD19P°5/Ki-67P°%, CD19P°s/CD38P° y CD19P°5/CD86P°S
se evidencia también un descenso significativo de su frecuencia en la semana 4 (Anexo 1, Fig. 1).

Por otro lado, al comparar el estado de fosforilacion de la via AKT/PKB en la FP CXCR4/CD5
antes y después del ibrutinib, detectamos la desfosforilacién de moléculas asociadas a la
progresion de la LLC, tales como SYK (Tirosina quinasa de bazo), JAK1 (Quinasa Janus 1) y AKT1
después del tratamiento (Anexo 1, Fig. 2). Estos datos sugieren que el ibrutinib tiene un impacto
directo en el estado de fosforilacion de moléculas clave en las FPs del clon leucémico, inactivando
asi importantes vias de sefializacién en la LLC.

Dado que la expresion andmala de AID en la LLC esta sobre representada en las fracciones
proliferantes previamente descritas, decidimos evaluar la expresién de esta enzima en las FPs
IlgMPos/IgGPs y CXCR4'*"/CD5Mehantes y luego del tratamiento con ibrutinib. Para ello se utilizé la
técnica de citometria de flujo y los resultados muestran que se observa: 1) un descenso
estadisticamente significativo de las células AIDP°® luego de la terapia (Anexo 1, Fig. 3 a-b), y 2)
una disminucidn significativa de los niveles de expresion de la enzima AID medidos a través de la
intensidad media de fluorescencia (MFI) (Anexo 1, Fig. 3 c-d). Estos resultados sugieren que la
disminucién de AID esta dada por una menor presencia de células AIDP®, y por un descenso en
la expresion de la enzima en la célula tumoral.
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En vias de discernir los mecanismos moleculares de accién del ibrutinib sobre la expresién
de AID, decidimos estudiar el perfil de expresion de AID en células primarias de LLC estimuladas
con CD40L+IL-4 e incubadas en presencia o ausencia de la droga. Detectamos un aumento en la
proliferacion del clon leucémico en la condicion CD40L+IL-4 sin ibrutinib, que disminuye
significativamente cuando la droga es agregada al cultivo celular, mientras que la viabilidad del
clon tumoral no se ve afectada. De manera interesante, encontramos que esta disminucion en la
proliferacién estd acompafiada de una disminucion en la expresion de AID tanto a nivel de ARNm
como a nivel proteico (Anexo 1, Fig. 4C).

Durante la estimulacién con IL-4, los monémeros del factor de transcripcion STAT6
citoplasmaticos son fosforilados por la Janus quinasa 1 (JAK1) y la Janus quinasa 3 (JAK3)
(Witthuhn et al, 1994; Hou et al., 1994). Una vez fosforilado, STAT6 se homodimeriza y es
translocado al nucleo con la consecuente expresion de AID, dicho mecanismo es potenciado
cuando se combina con CD40L a través de la activacién de NF-kB (Zhou et al., 2003; Dedeoglu et.,
2004). Teniendo en cuenta estos datos bibliograficos, en la Ultima parte del manuscrito decidimos
evaluar el estado de fosforilacién de STAT6 y la expresion de AID por WB después de la activacion
con CD40L+IL-4, en presencia o ausencia de ibrutinib. Los datos muestran que luego de la
activacion in vitro de células de LLC con CD40L+IL-4, ibrutinib induce la desfosforilacién de la
Tyr641 de STAT6, efecto que va acompaiiado de una disminucién en la expresidn de la enzima
AID (Anexo 1, Fig. 4D).

En conjunto, estos resultados muestran que ibrutinib no solo ejerce su accidn a través de
la inhibicion del BCR, sino que también estd bloqueando la sefializacion de las quinasas JAK/STAT
mediada por IL-4 y CD40L, describiendo asi un nuevo mecanismo para esta droga en la inhibicion
de sefiales provenientes del microambiente. Este trabajo recibié un comentario en la misma
edicién de la revista, en donde se resaltan los beneficios del ibrutinib como droga
antiproliferativa en el tratamiento de la LLC (Slupsky, 2019).
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4. Activacion del inflamasoma en la LLC

Todos los datos aportados en la primera parte de la tesis afianzan el rol que tienen las FPs
en la fisiopatologia de la enfermedad y su asociacion con el desarrollo de una LLC mas agresiva.
Sin embargo, la interaccién del LB tumoral con su microambiente es bastante compleja, en ese
sentido en la LLC ha sido descrita una paraddjica regulacion del sistema inmune. Donde el
microambiente genera sefiales proinflamatorias que promueven la sobrevida y proliferacién del
clon tumoral (Cuni et al.,, 2004; Schulz et al., 2011; Caligaris-Cappio et al., 2013; Hanna et
al.,2017). Sin embargo, la célula leucémica también puede modular negativamente el sistema
inmune con la finalidad de promover el crecimiento tumoral y tolerancia inmunolégica (Dearden,
2008; Riches & Gribben, 2013; Hanna et al., 2017). En este sentido, el inflamasoma, uno de los
componentes de la respuesta inmune innata ha emergido en los ultimos afios como un
mecanismo que puede bien promover o inhibir el desarrollo de neoplasias (Kantono & Guo, 2018;
Xia et al., 2019). No obstante, en la LLC es muy poco lo que conoce de la contribucidn del
inflamasoma en la fisiopatologia de la enfermedad. En este sentido en colaboracién con el
Laboratorio de Inmunorregulacion e Inflamacién del Institut Pasteur de Montevideo, decidimos
explorar la asociacién de los canales idnicos TMEM176A y TMEM176B con la activacion o no del
inflamasoma en la LLC.

4.1 Alta expresion de TMEM176A en pacientes progresores se correlaciona con
menor clivaje de GSDM-D.

TMEM176B y su homdlogo TMEM176A han sido identificados como canales iénicos
inmunomoduladores (Louvet et al., 2005; Segovia et al., 2014); recientemente Segovia, Russo y
col. describieron que TMEM176B es capaz de inhibir el inflamasoma NLRP3 a través del control
del calcio citosdlico (Segovia, Russo et al., 2019). Ademas, diferentes estudios han asociado la
sobreexpresion de ambas a proteinas con varios tipos de cancer (Cuajungco et al., 2012; Gao et
al.,, 2017; Wang et al., 2017; Sun et al., 2018;).

Resultados previos del grupo de trabajo, demostraron que las células de LLC de pacientes
progresores presentan una mayor expresién de la proteina TMEM176A comparado con pacientes
indolentes (Rammauro, Tesis de maestria, 2018). Mientras que, no se encontré diferencias en la
expresion de TMEM176B entre ambos grupos. De manera interesante, esta sobreexpresion se
asocia con disminucidn de la activacién de Casp.1 (Rammauro, Tesis de maestria, 2018). Teniendo
en cuenta lo anterior y sabiendo que Casp.1 activa escinde a GSDM-D para generar el fragmento
N-terminal responsable de la apertura de poros en la membrana celular que ocurre durante la
piroptosis (Ding et al, 2016; Liu et al., 2016; Sborgi et al., 2016), decidimos evaluar mediante WB
si existia alguna correlacion entre el clivaje de GSDM-D y la expresién de TMEM176A.
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Para llevar a cabo este experimento, se realizé WB anti-GSDM-D, anti-TMEM176A y anti-
GAPDH en células IgM+ de 14 pacientes con LLC. Posteriormente, la intensidad de las bandas
correspondiente a cada una de las proteinas en estudio fue cuantificada por densitometria
utilizando el programa Image J. El andlisis de estos datos arrojé que existe una correlacion
negativa entre la expresién de TMEM176A vy el clivaje de GSDM-D (r: -0,78, p: 0,001, Test de
Pearson) (Fig. 14), este ultimo representado por la relacién entre el fragmento p30 de la GSDMD-
D con la GSDMD en su forma completa, y normalizadas con valores obtenidos de la enzima
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Relacion GSDMD-p30/GSDMD-FL/GAPDH).
Dado que la piroptosis es definida como un tipo de muerte celular mediada por proteinas de la
familia GSDM (Galluzzi et al., 2018), podriamos especular que aquellos pacientes progresores con
mayor expresion de TMEM176A presentan menos piroptosis.
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Fig. 14 Correlacion entre la expresion de TMEM176A vy el clivaje de GSDM-D. A partir de PBMCs de pacientes con LLC, se
purificaron células IgM+ utilizando la técnica de separacion celular activada por magnetismo (MACS). Posteriormente se
lisaron las células y se llevé a cabo WB anti-GSDM-D, anti TMEM176A y anti-GAPDH. a) WB representativo de 4 pacientes,
donde se puede observar que aquellos individuos que presentan mayor expresion de TMEM176A tienen menos fraccién p30
de la GSDM-D, mientras que no hay cambios evidentes en la forma completa de la GSDM-D (GSDM-D FL) en ambas
situaciones. Se utilizo la proteina GAPDH como control de carga. b) Cuantificacién de las bandas de proteinas utilizando el
programa Image J, nos permitié determinar la relacion TMEM176A/GAPDH y GSDMD-p30/GSDMD-FL/GAPDH para cada una
de las muestras (14 en total), observandose una correlacién negativa entre la expresion de TMEM176A y el clivaje de GSDM-
D (r:-0,78, p: 0,001, Test de Pearson).
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4.2 Células de LLC muestran marcadores de muerte celular piroptoética cuando
son puesta en cultivo.

Diversos trabajos han demostrado que las células de LLC puestas en cultivos sin sefiales
de sobrevida externas, tales como CD40L o co-cultivo con células estromales, experimentan
apoptosis en un periodo de tiempo corto (Panayiotidis et al., 1996; Burger et al., 2000; Caligaris-
Cappio et al., 2003). Tomando en consideracién lo anterior decidimos evaluar si la piroptosis
desempenfia un rol en este fendmeno. Para ello, PBMCs obtenidas de 4 pacientes con diagndstico
de LLC fueron cultivadas con RMPI+4%SFB. Luego de 24 horas las células se lisaron y se realizé
un WB anti-GSDMD, comparando asi la condicién al tiempo 0 y después de 24 horas de cultivo.

Los resultados muestran por un lado que existe expresion en las células de LLC de GSDM-
D FL en ambos tiempos, lo cual es esperable ya que se trata de una proteina de expresion
relativamente ubicua. De manera interesante, después de 24 horas de cultivo ocurre aumento
del clivaje de GSDM-D en la posicién D-275, generandose asi el fragmento de aproximadamente
30 kDa (GSDM-D p30), involucrado en la piroptosis (Fig. 15-a). También se aprecia un incremento
del fragmento de 43 kDa (GSDM-D p43) (Fig. 15-a), el cual ha sido descrito de ser producido por
las casp3/7, que durante la muerte apoptdtica inactiva a GSDM-D (Taabazuing et al., 2017)

Para confirmar los datos anteriores, cuantificamos la concentracion de la enzima LDH en
el sobrenadante, el cual es un marcador ampliamente utilizado para estudiar la muerte celular
litica. Para este experimento, PBMCs de 10 pacientes con LLC y una condicion control con células
MEC-1 fueron cultivadas en RPMI+4%SFB por 2, 24 y 48 horas, evaluandose asi el porcentaje de
citotoxicidad espontdnea a través de la liberacién de LDH. Los resultados muestran un aumento
significativo de la concentracion de esta enzima a las 24 y 48 horas post cultivo en todas las
muestras de pacientes (p: 0.0194; p: <0.0001, Test Two way ANOVA) (Fig. 15-b). Si bien existe
una variacion interpaciente, en promedio a las 48 horas el 50% de las células presenta liberacion
de LDH, lo cual se relaciona con una muerte celular litica compatible con piroptosis. Por su parte
en las MEC-1 se observd un ligero descenso en la LDH a las 48 horas (Fig. 15-b). Siendo esto
esperable, ya que, esta linea celular tiene un tiempo de duplicacidon de 40 horas (Stacchini et al.,
1999). Estos resultados muestran que ademas de la apoptosis, las células de LLC podrian estar
experimentado piroptosis espontdnea cuando son puestas en cultivo celular.
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Fig.15 Piroptosis en PBMCs de LLC durante el cultivo celular. a) PBMCs de pacientes con diagndstico de LLC fueron puestas
en cultivo con RPMI+4%SFB por 24 horas. Posteriormente las células fueron lisadas y se llevé a cabo un WB anti-GSDM-D.
Alaizquierda se puede apreciar unaimagen representativa donde se muestra la expresion de GSDM-D FL en ambos tiempos,
asi como el aumento del fragmento p30 y del p43 a las 24 horas post cultivo. Se procedid a la cuantificacion de las bandas
por densitometria, usando el programa Image J y normalizada a los valores obtenidos por la enzima GAPDH. A la derecha
se muestra una grafica con los 4 pacientes estudiados mostrando el resultado de la relacidn entre el fragmento p30-FL-
GAPDH, lo cual arroja un incremento estadisticamente significativo del fragmento p30 (*p:0.023, t test) y por ende
probablemente de la piroptosis después de 24 horas de cultivo celular. b) PBMCs de 10 pacientes con LLC fueron puestas
en cultivo celular por triplicado con RPMI+4%SFB por 2, 24 y 48 horas, midiéndose en cada tiempo la liberacion de LDH
como marcador de piroptosis, observandose incremento en la concentracién de esta enzima a medida que el tiempo avanza,
siendo este aumento estadisticamente significativo tanto a las 24 como a las 48 horas (*p: 0.0194; ****p: <0.0001, Test
Two way ANOVA), en el mismo experimento se cuantifico la liberacion de LDH por parte de la linea celular de LLC, MEC-1,
mostrado en la grafica con la linea discontinua de color rojo, el cual arrojé una ligera disminucién a las 48 horas dado
probablemente por la proliferacion celular.

4.3 Activacion del Inflamasoma NLRP3 en células B de LLC.

El inflamasoma NLRP3 es uno de lo mas caracterizado y ampliamente estudiado, cuya activaciéon
es generado por una variedad de DAMPS y PAMPS. Ademas, Salaro y col. mostraron expresion
de NLRP3 en células de LLC (Salaro y col., 2016). Tomando en cuenta estos datos bibliograficos,
decidimos evaluar si este sensor estaba involucrado en la activacién del inflamasoma in vitro en
células de LLC. Para llevar a cabo este experimento, PBMCs aisladas de pacientes con LLC fueron
puestas en cultivo celular por 24 horas. Cumplido este tiempo, las células fueron marcadas con
anti-IgM y anti-NLRP3. Asi mismo, se utilizo la sonda FLICA 660-YVAD-FMK para evaluar Casp.1
activa y el agente intercalante del ADN DAPI como tincién de nucleo.

Como primer resultado se confirmd que las células de LLC expresan la proteina NLRP3,
pero ademas se observd que ésta co-localiza en el citoplasma con Casp.1 activa (Fig. 16),
sugiriendo asi que durante la muerte celular espontdnea que experimentan las células de LLC en
cultivo, ocurre ensamblaje del inflamasoma NLRP3.
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Inflamasoma

Fig.16 Activacion del inflamasoma NLRP3 en células de LLC. Se observd mediante inmunofluorescencia la expresion de la
proteina NLRP3 (mostrada en color verde) en células IgM+ (magenta) de pacientes con LLC, después de 24 horas de cultivo.
Ademas, se muestra colocalizacién del sensor NLRP3 con Casp.1 activa (representada en color rojo), sugiriendo que el
inflamasoma NLRP3 es activado en células de LLC durante la muerte celular en cultivo. En azul se muestra el agente
intercalante del ADN, DAPI.

5. Modulacion farmacolégica del inflamasoma en PBMCs de LLC.

Si la sobreexpresion de TMEM176A es uno de los mecanismos responsable de la
resistencia a la MCR observada en la LLC, especificamente por inhibicion del inflamasoma,
entonces al bloquear farmacolégicamente esta proteina podriamos promover la muerte del clon
tumoral. Con un razonamiento similar, pero orientado a tumores sélidos, Segovia, Russo y col.
identificaron al compuesto (+)-BayK8644 como un potente inhibidor de TMEM176A vy
TMEM176B, cuyo mecanismo de accién es dependiente del flujo de Na+ y con afectacién minima
de células negativas para TMEM176A/B (Segovia & Russo et al., 2019).

5.1 (+)-BayK8644 estimula la activacion del inflamasoma en células primarias de
LLC.

Como primer paso decidimos realizar una curva dosis-tiempo-respuesta del Bayk8644
para evaluar la accion de la droga en distintas condiciones. Motivo por el cual, PBMCs aisladas de
3 pacientes con LLC fueron puestas en cultivo por duplicado con 5 concentraciones distintas de
(+)-BayK8644 (5, 10, 25, 50 y 100 uM), mas una condicién control con el vehiculo (etanol) y una
solo con medio. Después de 6 y 24 horas de cultivo, se evalué la activacion Casp.1 (Casp.1-A) con
la sonda FLICA 660-YVAD-FMK en células IgM+, asi como la permeabilizaciéon de la membrana
celular, usando DAPI. Los resultados muestran que a medida que aumenta la concentracién del
BayK8644 se aprecia claramente un incremento progresivo de células IgM+/Casp.1-A+/DAPI+, asi
como de aquellas IgM+/Casp.1-A+/DAPI-, llamadas en conjunto células leucémicas moribundas.
De igual manera, se observa una mejor respuesta en la condicién de 24 horas, en la cual existe
un ligero aumento de las células en proceso de muerte a partir de la concentracién de 10 uM en
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comparacién con el vehiculo, sin embargo, esta diferencia se vuelve significativa en la
concentracién de 50 uM y 100 uM, obteniéndose una media de respuesta de 23,55% vy 46,48%,
respectivamente (p: <0.0001; p: <0.0001, Test Two Way ANOVA) (Fig. 17).
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Fig. 17 Curva dosis-tiempo-respuestas del (+)-BayK8644 en PBMCs de LLC. PBMCs de 3 pacientes con LLC fueron puestas en
cultivo celular con 5, 10, 25, 50 y 100 uM de (+)-BayK8644 por 6y 24 horas, cada concentracion se realizé por duplicado y se
agregaron 2 condiciones controles, una solo con RPMI+4% SFB y otra con el vehiculo, correspondiente a etanol. Los resultados
de citometria de flujo fueron normalizados con el valor de la condicién solo con medio para restar la piroptosis espontdnea;
el anadlisis arrojo que posterior a 24 horas de cultivo, y a medida que se aumenta la concentracion de la droga existe un
incremento progresivo de células IgM+/Casp.1-A+/DAPI+ e IgM+/Casp.1-A+/DAPI-, llamadas en conjunto células moribundas,
siendo estadisticamente significativo a partir de la condiciéon de 50 uM. Por su parte a las 6 horas, el aumento de células
moribundas es menor (****p: <0.0001; Test Two Way ANOVA).

5.2 Venetoclax promueve la activacion de Casp.1 en PBMCs de LLC.

Hasta el punto anterior habiamos identificado un compuesto que a través de la inhibicidon
de TMEM176A vy la activacion del inflamasoma, promovia la muerte del clon tumoral. Por lo que
hipotetizamos que al combinar este tratamiento con una droga que tenga como blanco la
apoptosis, podriamos lograr un sinergismo al activar ambas vias. En este sentido, elegimos el
Venetoclax (Vcx), un mimético BH3 que tiene como ‘target’ |la proteina BCL-2.

Se procedid a determinar una curva dosis-tiempo-respuesta para el venetoclax,
estableciéndose dos puntos de tiempo, 4 y 12 horas; y 4 concentraciones (2.5, 5, 10 y 100 nM),
mas dos condiciones control, una con vehiculo (DMSO) y otra solo con medio. Se eligieron los
mismos 3 pacientes testeados para el (+)-BayK8644 y después de cumplidos los intervalos de
tiempo pautados se realizd citometria de flujo, evaluando DAPI y activacion de Casp.1 en células
IgM+. Esperando encontrar, aumento de la permeabilidad celular, pero no de Casp.1l activa.
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Sorpresivamente, nuestros resultados muestran un aumento significativo y progresivo de células
IgM+/Casp.1-A+/DAPI+ e IgM+/Casp.1-A+/DAPI- en todas las condiciones de la droga tras 12
horas de cultivo (***p: 0.001, ****p <0.0001; Test Two ways ANOVA). De igual manera, a las 4
horas se aprecid un incremento significativo en la concentraciéon de 10 nM y 100 nM
(**p:0.032; ****p <0.0001; Test Two ways ANOVA) (Fig.18).
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Fig. 18 Curva dosis-tiempo-respuestas del Venetoclax en PBMCs de LLC. PBMCs de 3 pacientes con LLC fueron puestas en
cultivo celular con 2.5, 5, 10 y 100 nM de venetoclax por 4 y 12 horas, mas un control solo con RPMI+4%SFB y uno con DMSO,
correspondiente al vehiculo (VH). Se determiné el porcentaje de muerte celular y activacion de caspasa sobre células IgM+
por citometria de flujo, previo al andlisis a todas las condiciones se le restd el porcentaje de células moribundas generadas
espontaneamente (condicién solo medio). Los resultados muestran aumento significativo y progresivo de células moribundas
(IlgM+/Casp.1-A+/DAPI+ e IgM+/Casp.1-A+/DAPI- ) tras el tratamiento con venetoclax por 12 horas, del mismo modo en la
condicion de 4 horas se aprecia el incremento, pero éste es significativo a partir de los 10 nM (**p:0.032; ***p: 0.001, ****p
<0.0001; Test Two ways ANOVA).

5.3 El fragmento p30 de la GSDM-D incrementa en respuesta al (+)-BayK8644 y
al Venetoclax.

Dado a los resultados anteriores, nos propusimos confirmar que este aumento en la
activacion de Casp.l visto con ambas drogas se debia porque efectivamente se estaba
promoviendo la piroptosis con el tratamiento. Por lo que, tras elegirse la concentracion de 50 uM
por 6 horas para el Bayk8644 y la de 10 nM por 4 horas para el venetoclax, PBMCs de pacientes
con LLC fueron puestas en cultivo con cada compuesto por separado mds una condicién control,
esta Ultima conteniendo tanto el vehiculo DMSO como EtOH. Transcurrido el tiempo de
incubacidn, las células fueron lisadas y se llevé a cabo un WB anti-GSDMD.

Con un total de 10 pacientes analizados, se aprecia un aumento significativo de la
fraccion p30 de la GSDM-D cuando las células son tratadas tanto con (+)-BayK8644 como con
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Venetoclax (**p: 0.0014, *p:0.0118; Test One Way ANOVA) (Fig. 19); sin encontrarse diferencias
significativas entre ambas drogas. Este resultado confirma que el (+)-BayK8644 promueve la
muerte celular por piroptosis. Ademas, indica que el venetoclax no solo activa la via de la
apoptosis, sino que también estaria generando piroptosis en el clon tumoral.
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Fig. 19 Clivaje de GSDM-D mediado por (+)-BayK8644 y Venetoclax. PBMCs de pacientes con LLC fueron puestas en cultivo
celular con 50 uM de (+)-BayK8644 por 6 horas, Venetoclax 10 nM por 4 horas, o vehiculos (DMSO+EtOH). A la izquierda se
muestra un WB de 1 individuo representativo, donde se aprecia aumento de la fraccién p30 y p45 de la GSDM-D,
independientemente de que las células sean tratadas con Bayk8644 o Venetoclax. Se utilizd la proteina GAPDH como control de
carga. La intensidad de las bandas fue cuantificada por densitometria, usando el programa Image J, a la derecha se encuentra la
gréfica de la relaciéon p30/FL/GAPDH correspondiente a los 10 pacientes analizados, donde se aprecia incremento significativo en
ambas condiciones tratadas. (**p: 0.0014, *p:0.0118; Test One Way ANOVA).

5.4 (+)-BayK8644 mejora la accidon del venetoclax en células primarias de LLC.

Para evaluar el efecto combinado de ambas drogas cultivamos PBMCs provenientes de
10 pacientes con LLC en presencia de (+)-BayK8644 a 50 uM o el equivalente a EtOH por 20 horas,
transcurrido este tiempo se agregd Venetoclax 10 nM o el equivalente en DMSO por 4 horas mas.
Una vez recuperadas las PBMCs se realizé la marcacidn con la sonda FLICA 660-YVAD-FMK para
Casp.1 activada y anti-IgM, y como marcador de permeabilidad celular se empled el agento
intercalante DAPI.

Los resultados reproducen lo reportado previamente en este trabajo, donde las células
de LLC IgM+ presentan aumento de activacidon de Casp.1 y muerte tras el tratamiento con (+)-
BayK8644 o Venetoclax. Ademas, se muestra que existe un efecto sumatorio significativo al
combinar ambas terapias (*p <0.05, Test one way ANOVA) (Fig. 20). Esto sugiere que el (+)-
BayK8644 mejora la accidn del venetoclax y en este sentido estariamos frente a un nuevo
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compuesto que podria ser complementario a otras drogas aprobadas actualmente en el
tratamiento de la LLC, contribuyendo asi a ampliar el abanico terapéutico en esta leucemia.
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Fig. 20 Efecto combinado del (+)-BayK8644 + Venetoclax en PBMCs de LLC . PBMCs de 10 pacientes con LLC fueron
puestas en cultivo con 50 uM de (+)-BayK8644 o su equivalente de EtOH por 20 horas, transcurrido este tiempo se agregé
Venetoclax 10 nM o DMSO, seguin correspondia, y se mantuvieron las células en cultivo por 4 horas mds. Cada condicidn
se hizo por triplicado, y se agregd un control solo con medio. Posteriormente se determiné el porcentaje de células
moribundas IgM+ por citometria de flujo, utilizando la sonda FLICA 660-YVAD-FMK para Casp.1 activada y DAPI como
marcador de permeabilidad de la membrana celular. A la izquierda se muestran graficos de punto de un paciente
representativo, donde se aprecia el incremento de células moribundas con cada una de las terapias, siendo este
porcentaje mayor en la condicion combinatoria. A la derecha se aprecia la grafica con la cohorte total de 10 pacientes,
La proporcién de células moribundas fue normalizada restando el porcentaje de piroptosis espontdnea determinada en
la condicién solo con medio. Los resultados muestran un incremento significativo de la muerte celular generada por el
(+)-BayK8644 y Venetoclax respecto al vehiculo, ademas se aprecia un mejor efecto al combinar ambas drogas (*p <0.05,
**p <0.01, Test one way ANOVA).

6. Modulacion farmacolégica de TMEM176A en ratones transgénicos
Ep-TCL1.

Este modelo murino es caracterizado por la sobreexpresién del oncogén humano TCL1 en
linfocitos B bajo el control del promotor V(H)—Ig(H)-E, lo cual resulta en un fenotipo de LLC (Bichi
et al., 2002). De manera similar a lo que ocurre en humanos, la leucemia desarrollada por estos
ratones es caracterizada por expansion clonal de células B IgM+/CD5+. Ademas, presentan un
perfil IgVH No mutado, incrementada proliferacién y aumento en la fosforilacidn de AKT, lo que
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se traduce en una forma agresiva de la enfermedad (Bichi et al., 2002; Yan et al., 2006). También
ha sido demostrado, que los ratones Eu-TCL1 sobre expresan otras proteinas relevantes en la LLC
como BCL-2 (Perkarsky et al., 2016). Al ser un modelo de envejecimiento, las células tumorales
recién son detectadas en SP y expandidas a bazo a partir de los 4 meses de edad, mientras que
el infiltrado a MO ocurre alrededor a los 8 meses. Caracteristicamente, todos los ratones entre
9-18 meses de edad presentan una enfermedad visible representada por linfocitosis,
esplenomegalia y ascitis (Bichi et al., 2002).

6.1 (+)-BayK8644 en combinacidn con Venetoclax incrementa la muerte celular
en esplenocitos aislados de ratones Ep-TCL1.

Dado que el (+)-BayK8644 tiene como target a TMEM176A, nuestro primer paso fue
determinar si los ratones Ep-TCL1 expresaban este canal idnico. Por lo que realizamos PCR de
punto final a partir de cDNAs extraidos de esplenocitos de ratones con infiltracién tumoral mayor
a 90% en bazo y como control positivo utilizamos células dendriticas de MO (BMDCs) murinas.
Los resultados muestran que los ratones Ep-TCL1 expresan TMEM176A a nivel de ARNm (Fig. 21-
a).

Una vez confirmado que el modelo murino expresa nuestro blanco terapéutico,
procedimos a evaluar la respuesta tanto al (+)-BayK8644 como al Venetoclax, y a la combinacion
de ambos en células leucémicas IgM+/CD5+ aisladas de bazo de ratones Eu-TCL1 con enfermedad
avanzada (270% de células leucémicas en bazo). Para ello, se eligieron las mismas
concentraciones usadas en PBMCs de LLC humana, correspondiente a 50uM para el (+)-BayK8644
y 10 nM para el Venetoclax, y ambas condiciones fueron incubadas por 6 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién las células fueron recolectadas, marcadas y
evaluadas por citometria de flujo. Los resultados muestran un aumento significativo de células
DAPI+/Casp.1-A+ dentro del clon tumoral tras el tratamiento con (+)-BayK8644 en comparacion
con el vehiculo, media de 22.58% frente a un 2,58%, respectivamente (***p: 0.002). Por su parte,
en el grupo venetoclax la proporcién de muerte piroptética fue de 13.09% (*p: 0.0421). Ademas,
el efecto individual tanto del (+)-BayK8644 como del venetoclax es mejorado al combinar ambas
drogas, donde se alcanza una media de muerte de 35,65% (*p:0.0112, ****p <0.0001) (Fig. 21-b
y 21-c).
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Fig. 21 Efecto combinado del (+)-BayK8644 + Venetoclax en células leucémicas de ratones Ep-TCL1. a) Se determind por
PCR de punto final la expresion de TMEM176A en esplenocitos aislados de ratones Ep-TCL1, se usé como control positivo
BMDCs de ratones ‘wild type’ estimuladas con LPS y sin activar (S/A). Se muestra GAPDH como control interno. b)
Esplenocitos aislados de ratones Eu-TCL1 fueron puesto en cultivo celular por triplicado con 50 uM de (+)-BayK8644, 10 nM
de Venetoclax o la combinacidon de ambas drogas por 6 horas, ademds de dos condiciones control, una que contenia los
vehiculos de ambos compuestos (EtOH y DMSO), y otro solo con RPMI+4%SFB. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion,
se determind por citometria de flujo el porcentaje de células Casp.1-A+/DAPI+ dentro del clon leucémico. A la derecha se
muestra graficos de punto de un ratdn representativo, donde se aprecia incremento de células doble positivas para DAPI y
Casp.1-A en la condicion tratada con el (+)-BayK8644 en comparacién con el vehiculo. De igual manera, ocurre un incremento
de la muerte celular con venetoclax, siendo este efecto mejorado en la condicién combinatoria. c) Resultados finales de 7
ratones, en los cuales cada condicidn de las drogas y los vehiculos fueron normalizados respecto a la condicion solo con medio
para restar el porcentaje de muerte celular espontdnea, en la grafica se aprecia un aumento significativo de la muerte
piroptdtica tras ambos tratamientos, y el efecto se ve aiin mejorado al combinar el (+)-BayK8644 y el Venetoclax (*p <0.05,
***p:0.002, ****p <0.0001, Test de comparaciéon multiple de Tukey).

6.2 Efecto del (+)-BayK8644 y su combinacion con el Venetoclax en el modelo de
transferencia adoptiva de ratones Eu-TCL1.

6.2.1 Puesta a punto del modelo de transferencia adoptiva Eu-TCL1.

De manera similar a lo que ocurre en humanos, donde la LLC tiene una incidencia por lo
general en personas mayores de 50 afios, el modelo Eu-TCL1 desarrolla una leucemia tipo LLC a
partir de los 8 meses de edad. Si bien, todos los ratones llegan a presentar una enfermedad

79



Resultados

franca, este rango se puede extender incluso hasta los 18 meses. Por lo que, el modelo de
envejecimiento es un poco complejo a la hora de evaluar respuestas a terapias. Tomando en
cuenta lo anterior y tras una pasantia de 3 meses en el Moffitt Cancer Center (Tampa — Florida),
durante la cual recibi entrenamiento en el desarrollo y manejo del modelo Ep-TCL1 de
transferencia adoptiva, decidimos aplicar esta estrategia en nuestro proyecto.

La transferencia celular adoptiva (TCA) consiste en transferir esplenocitos de ratones Ep-
TCL1 con alta infiltracién tumoral a ratones Eu-TCL1 jévenes o ratones wild type para acelerar la
enfermedad. Al ser una técnica realizada por primera vez en este laboratorio, decidimos
corroborar que bajo nuestras condiciones y utilizando esplenocitos criopreservados podiamos
tener un desarrollo exitoso de la transferencia. Asi que, ratones Eu-TCL1 jévenes entre 10-12
semanas de edad recibieron por via IP 15 x10° esplenocitos obtenidos a partir de ratones Ep-TCL1
con un clon tumoral 270% en bazo. El seguimiento de los ratone se llevo a cabo a través de
extraccion de SP de la vena submandibular previo al experimento, y en la semana 3, 4 y 5 post
TCA. Los resultados muestran aumento del clon tumoral a partir de la semana 3 en el 100% de
los ratones receptores, pasando de un porcentaje de células IgM+/CD5+ de alrededor 7% antes
de la transferencia a 40% después de 5 semanas (Fig. 22-a). Ademas, el aumento del clon tumoral
va a acompafiado de incremento en la leucocitosis (Fig. 22-b) y disminucién de las plaquetas (Fig.
22-c). Ambos valores anteriores son obtenidos a partir de hemogramas, utilizando el contador
hematoldgico Mindray-BC 5000.
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Fig. 22 Transferencia celular adoptiva en ratones Ep-TCL1. 15 x10¢de esplenocitos criopreservados, aislados de bazo de Ep-
TCL1 con infiltracion 270% de células leucémicas, fueron transferidos por inyeccién via IP en ratones Ep-TCL1 jovenes, entre
10-12 semanas de edad. Posteriormente, se realizé extraccidn de SP de la vena submandibular a las 3, 4 y 5 semanas post
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TCA con la finalidad de realizar hemogramas y evaluar el clon tumoral por citometria de flujo. a) Graficos de punto de 1 ratén
representativo donde se observa un incremento progresivo de células leucémicas IgM+/CD5+ a medida que transcurre las
semanas. b y c) Se muestra un incremento de la cuenta de glébulos blancos que va acompafiado de la expansién del clon
tumoral. d) Se aprecia disminucidn progresiva de las plaquetas posterior a la transferencia adoptiva. n: 05.

6.2.2 Impacto del (+)-BayK8644 y su combinacidon con Venetoclax en la expansion del clon
tumoral.

Una vez puesta a punto la técnica, se realizé TCA a 16 ratones Eu-TCL1 jovenes, quienes
recibieron cada uno por via IP 10x10°8 de esplenocitos criopreservados obtenidos a partir de un
pool de 3 ratones EU-TCL1 con infiltracidn tumoral en bazo 270%. Pasada 1 semana de la TA, los
ratones fueron divididos en 4 grupos (Control, BayK, venetoclax y BayK+venetoclax) pareados por
sexo y leucocitosis para iniciar asi el tratamiento.

El (+)-BayK8644 fue administrado por via IP a una dosis de 1mg/Kg, por su parte el
venetoclax se dio por via enteral utilizando canulas orofaringeas a una concentracién de 50mg/Kg
la primera semana y luego escalada a 100 mg/Kg para el resto del tratamiento, mientras que el
grupo control recibié el vehiculo de los dos compuestos. Todas las sustancias fueron
administradas diariamente por 8 semanas y se realizé extraccion de SP semanal, evaluando asi el
clon tumoral, recuento de leucocitos y plaquetas.

En la figura 18 se muestra un resumen de los resultados semanales del recuento de
leucocitos y clon tumoral durante el tratamiento. Apreciandose, un incremento progresivo de
leucocitos en los grupos control y BayK hasta la semana 4. Por su parte, en aquellos ratones que
recibieron Venetoclax o Venetoclax+BayK8644 ocurre disminucién del recuento de glébulos
blancos a partir de la semana 1 hasta la semana 3, probablemente dado por un efecto del
venetoclax sobre células no tumorales expresando BCL-2. Interesantemente, a la semana 4 todos
los grupos presentan una media de leucocitosis similar (Fig. 23-a), que va acompafiada de
expansion del clon leucémico (Fig. 23-b). Esto confirma que los esplenocitos transferidos se
expandieron exitosamente en todos los ratones receptores.

Después de la semana 4, la leucocitosis en el grupo control sigue aumentando
progresivamente, mientras que en el grupo BayK comienza a disminuir e incluso se mantiene
estable después de la interrupciéon del tratamiento (semana 9 y 10) (Fig. 23). Por su parte, el
grupo venetoclax presenta un incremento acentuado de la leucocitosis y del clon tumoral (Fig.
23), lo cual concuerda con publicaciones previas que demuestran que los ratones Eu-TCL1 son
resistentes al venetoclax como monoterapia (Carter et al., 2017; Patel et al., 2018; Ten Hacken
et al., 2018). En cuanto a los ratones tratados con ambas drogas, en la semana 5y 6 el recuento
de leucocitos muestra una curva que se mantiene por debajo de la determinada para cada
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tratamiento de forma individual (Fig. 23-a). Sin embargo, al enfocarnos en el comportamiento
del clon tumoral, éste presenta una media similar tanto en el grupo BayK como en el
BayK+venetoclax, e incluso a partir de la semana 8 el grupo BayK+venetoclax comienza a
presentar valores superiores comparado al grupo BayK (Fig. 23-b). Esto sugiere que las
diferencias vistas entre el grupo venetoclax y BayK+Venetoclax es dado por la accién del BayKy
no por un efecto combinatorio de ambos tratamientos. Cabe destacar que, el nUmero de ratones
incluidos en este estudio es bajo, por ende, estos datos deben ser confirmados.
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Fig. 23 Administracion de (+)-BayK8644 y su combinacion con Venetoclax en el modelo de TCA Ep-TCL1. 16 ratones Ep-TCL1
jovenes entre 10-12 semanas de edad recibieron cada uno 10 x10¢de esplenocitos criopreservados, obtenidos a partir del bazo
de 3 ratones Eu-TCL1 con infiltracién tumoral >70%. Los ratones fueron divididos en 4 grupos (Control, Bayk, Venetoclax y
BayK+Venetoclax), y se inicié tratamiento 1 semana después de la TCA. Se administré 1 mg/Kg de (+)-BayK8644 por via IP y
venetoclax en la dosis de escalaciéon de 50-100 mg por via enteral, ambos compuestos fueron administrados diariamente por 8
semanas. Se realizd extraccion de SP de la vena submandibular semanalmente, extendiéndose hasta 2 semanas post
tratamiento, en cada punto se evalué hemograma utilizando en equipo Mindray BC- 5000 y el clon tumoral por citometria de
flujo. a) Se muestra resultados de la media del recuento le leucocitos en todos los grupos a medida que transcurre el tiempo
b) Expansion del clon tumoral en SP, donde se aprecia a la semana 4, expansion del mismo en todos los grupos, y luego
maniéndose estable en el grupo BayK y BayK+Venetoclax hasta la semana 8, mientras que aquellos ratones que recibieron solo
Venetoclax o el Vehiculo de ambas drogas ocurre una expansién del clon tumoral progresiva, si bien se encuentran variaciones
en el grupo Venetoclax, la media de estos ratones siempre se ubica por encima de los otros 2 grupos de tratamiento.

A continuacion, se muestran los resultados detallados de la semana 10 en cada uno de
los grupos. De las observaciones mas resaltantes, se puede apreciar que 3 de los 4 ratones
correspondiente al grupo BayK mostraron menor leucocitosis y expansion del clon tumoral
comparado con el grupo control y venetoclax (Fig. 24 a-b). Sin embargo, del grupo
BayK+Venetoclax, solo 1 ratdn respondié al tratamiento, mientras que los otros 2 presentan
valores similares al control y al venetoclax. En cuanto al recuento de plaquetas, todos los
animales muestran trombocitopenia (valores menores a 400 plaquetasx10°/L), sin embargo, ésta
es mas acentuada en los grupos venetoclax y BayK+venetolax (Fig. 24 c). Para la semana 16 los
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ratones que recibieron (+)-BayK8644 no habian alcanzado la media de sobrevida, mientras que
ése ubicé en 10,7 semanas para el control, 14.71 semanas para el venetoclax y 13.57 semanas
para el grupo BayK+venetoclax (Fig. 24 d).
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Fig. 24 Respuesta al (+)-BayK8644 y su combinacion con Venetoclax tras 10 semanas de seguimiento en el modelo de TCA Ep-
TCL1. a) Leucocitosis en los 4 grupos de tratamiento, observandose que 3 de los 4 animales que recibieron (+)-Bayk8644
presentaron menor leucocitosis comparado con los grupos control y venetoclax. Sin embargo, al combinar BayK y venetoclax, solo
1 ratén respondio al tratamiento. b) La expansién del clon tumoral en SP presenta un comportamiento similar al de la leucocitosis,
por lo que la respuesta observada en la cuenta blanca es dependiente de células leucémicas. c) El recuento de plaquetas similar
en el control y grupo BayK, mientras que e los grupos Vcx y BayK+Vcx esta fue menor d) Grafica de Kaplan-Meier, tras 16 semanas
de seguimiento, se aprecia que el grupo control presenta una menor sobrevida, con una media de 10.71 semanas. Por su parte,
la media de sobrevida para el grupo venetoclax y BayK+Venetoclax se ubicé en 14.71 y 13.57 semanas, respectivamente. Mientras
que, aquellos ratones que recibieron BayK mas del 50% se encuentran vivos en la semana 16. Es importante destacar que, si bien
todos los grupos iniciaron con un nimero de 4 animales, hay 2 ratones censurados que fallecieron a causa del sangrado, 1
correspondiente al grupo Venetoclax y el otro al BayK+Venetoclax.

Al evaluar el grupo BayK a lo largo de las semanas, se aprecia que la presencia de una
leucocitosis mas baja en este grupo no se debe solamente a menor expansién de linfocitos B
leucémicos, sino también a una disminucion del clon tumoral una vez expandido. En la Fig. 25.a
se muestran graficos de punto de un ratdn representativo de este grupo, donde se aprecia
aumento de células CD19+CD5+ en SP en la semana 4. Sin embargo, en la semana 8 del
tratamiento, ésta se ubica en valores similares al determinado pre TCA. Disminucién del clon
tumoral se observé en todos los ratones tratados con BayK a lo largo del tratamiento, aunque no
todos respondieron de la misma manera ni en la misma semana (Fig. 25.c-d).
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Fig. 25 Efecto del (+)-BayK8644 sobre el clon tumoral en el modelo de transferencia adoptiva Ep-TCL1. a) Se muestran
graficos de punto, correspondiente a resultados de citometria de células CD19+/CD5+ de un ratdn representativo del grupo
tratado con (+)-BayK8644, donde se aprecia expansion del clon tumoral en la semana 4, a pesar de recibir tratamiento. Sin
embargo, en la semana 6 ocurre disminucidn del porcentaje de células leucémicas, alcanzando en la semana 8 valores
similares a los observados antes de la transferencia adoptiva. b) Cada ratén del grupo esta representado por un color distinto,
apreciandose que ademas de disminuir el porcentaje de células leucémicas, ocurre también un descenso de la leucocitosis
evaluado por hemograma usando el equipo Mindray- BC 5000. Si bien, no todos los ratones presentan esta respuesta al
mismo tiempo, en la semana 8 todos los animales han experimentado disminucidn con estabilizacion de la cuenta blanca, a
excepcidn del ratén naranja que es el Unico que progresa después de mostrar respuesta al (+)-Bayk8644. c) Resultados de los
4 ratones del grupo BayK, correspondiente al clon tumoral expresado en valores absolutos.
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Discusion

La LLC es una enfermedad con una evoluciéon clinica heterogénea, en la cual algunos
pacientes cursan con una patologia estable sin requerir tratamiento, mientras que otros
desarrollan una leucemia mas agresiva. A pesar de los enormes avances terapéuticos, en la
actualidad la LLC es considerada una neoplasia incurable. Por lo que, la identificacion de los
mecanismos implicados en la progresién de la enfermedad sigue siendo un foco de interés y una
necesidad en esta leucemia.

En este sentido, en la LLC ha sido descrita la presencia LB tumorales con una alta
capacidad proliferativa. Un desbalance entre la fraccidon quiescente y proliferante existentes
dentro del clon tumoral de cada paciente podria estar determinando el curso de la enfermedad
(Messmer at al., 2005). En el 2010 nuestro grupo identificé una fraccion de LB leucémicos
especificamente en pacientes no mutados y progresores. Esta subpoblacién mostraba un activo
cambio de clase, una alta expresidon de la enzima mutagénica AID, y del marcador de proliferacion
celular KI-67 (Palacios et al., 2010). Posteriormente, los trabajos publicados de manera
independiente por Patten y Huemer, muestran que AID también es expresada en la FP
CXCR4I°¥/CD5Me" (Patten et al., 2011), asi como en la CD86 (Huemer et al., 2014). Todos estos
resultados sugieren que la interaccidon del LB leucémico con un microambiente tumoral activado
estaria promoviendo la expresion de esta enzima en las células de LLC.

AID es de vital importancia para la ejecucién de una correcta respuesta inmune
adaptativa. Sin embargo, debido a su accidn mutagénica la expresién de esta enzima ha sido
vinculada con la generacién de translocaciones en linfomas de células B (Duquette et al., 2005;
Pérez-Duran et al., 2007; Robbiani et al., 2009). Acorde con esto, Ramiro y col. demostraron que
en ausencia de AID la translocacién C-MYC/IGH, caracteristica del linfoma de Burkitt, no ocurre
en ratones transgénicos para IL-6 (Ramiro et al., 2004). En el mismo sentido en el modelo murino
BCL6 la deficiencia de AID previno la formacion de linfomas No Hodgkin (Pasqualucci et al., 2008).
Especificamente en el caso de la LLC, diversos trabajos describen una asociacién entre la
expresion AID y la presencia de deleciones cromosdmicas de mal prondstico (Heintel et al., 2004;
Leuenberger et al., 2010; Patten et al., 2012; Gelmez et al., 2014), asi como con la presencia de
posibles mutaciones puntuales de oncogenes o genes supresores de tumor (Montamat-Sicotte D
et al., 2013).

Teniendo en cuenta estos datos, decidimos evaluar en una cohorte mas grande de
pacientes si la FP mostrando un proceso activo de cambio de isotipo estaria asociada a una
enfermedad mas agresiva, demostrando asi la importancia de conocer la existencia de fracciones
proliferantes en sangre periférica de pacientes con LLC. Los resultados muestran que existe una
asociacién entre un alto porcentaje de la FP IgMPs/1gGP®s, y la presencia de un perfil IgVH No Mut
o estadios de Binet avanzados. En el mismo sentido nuestros resultados sugieren que la
progresion de la enfermedad va acompafiada de la expansién de la FP en SP. Otro dato
importante es que individuos con presencia de células proliferantes >2% en SP al momento del
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debut de la enfermedad, requirieron tratamiento antes que aquellos que tenian un porcentaje
menor. Todos estos datos sugieren que la determinaciéon temprana de la subpoblaciéon tumoral
IgMPs/1gGP® podria predecir el TFT, dejando asi abierta una nueva perspectiva de trabajo
destinada a evaluar esta hipotesis en un mayor niumero de pacientes.

Resultados similares, pero con otra FP fueron presentados por el grupo del Dr. Chiorazzi,
quienes al mismo tiempo que se estaba desarrollando este proyecto publicaron un estudio
similar. En dicho trabajo, Murphy y col. muestran que una alta tasa de proliferacion en etapas
tempranas de la enfermedad es un factor prondstico robusto de progresion clinica y de TFT mas
cortos (Murphy et al., 2017).

En la LLC la incidencia de alteraciones citogenéticas es alta, ocurriendo en
aproximadamente un 80% de los casos (Dohner et al., 2000). Entre éstas, la del13qg es la mas
frecuente, y se asocia a un prondstico favorable. Por su parte, la del-TP53 y la del-ATM han sido
asociadas al desarrollo de una LLC mas agresiva y resistencia a la CIT (Déhner et al., 2000;
Stilgenbauer et al., 2002; Hallek et al.,2010). La frecuencia de ambas aberraciones cromosdmicas
aumenta en etapas mas avanzadas de la enfermedad (Foa et al., 2013). Por lo que, la
identificacion de una nueva delecién en TP53 0 ATM puede ocurrir por una expansion progresiva
de un clon que inicialmente presentaba una de estas alteraciones citogenéticas, o la adquisicion
de ésta con el paso del tiempo. Con este razonamiento y tomando en cuenta la expresion
constitutiva de AID en la FP, decidimos comparar la incidencia de la del-ATM y del-TP53 en la FP
y la FQ a lo largo de la evolucién de la enfermedad

Para este analisis la muestra fue constituida por pacientes AID positivos con un perfil IgVH
No Mut. Los resultados muestran que, al momento del diagndstico de la enfermedad todos los
individuos presentaron un FISH negativo para la del-ATM en la FQ. Sin embargo, al evaluar la FP,
5 de los 7 pacientes presentaron pérdida de ATM. De manera interesante, al comparar estos
resultados con las muestras obtenidas de los mismos individuos durante la progresion de la
enfermedad, se determind que todos aquellos que presentaron nucleos con pérdida de ATM en
la FP al debut de la enfermedad, ahora también presentan positividad en la FQ. Estos datos
sugieren, que un estudio de FISH especifico sobre la FP al momento del debut de la enfermedad
podria identificar con anticipacion a aquellos pacientes que desarrollaran la del-ATM durante la
evolucion de la LLC. El mismo analisis se aplicé para evaluar la del-TP53. Sin embargo, solo se
evidencié una tendencia similar a la encontrada para la del-ATM en dos pacientes. Lo cual en
parte es esperable dado que la del-TP53 es un fendmeno menos frecuente en la LLC.

Si bien diferentes trabajos han demostrado una asociacién entre la expresion de AID y la
presencia de aberraciones cromosdémicas de mal prondstico en la LLC (Heintel et al., 2004,
Leuenberger et al., 2010; Patten et al., 2012; Gelmez et al., 2014), éste es el primer estudio
evaluando la citogenética de la FP a lo largo de la evolucién del tumor en el mismo paciente.
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Nuestros datos sugieren que al menos en algunos casos, la FP expresando AID es capaz de
adquirir inicialmente la delecidn del gen ATM y que el resto del clon tumoral parece adquirirla
después. Aunque la expresion de AID y la coexistencia de alteraciones cromosdmicas en la misma
poblacidon celular no demuestra un fendmeno de causa y efecto, este trabajo aporta mas
informacion relacionada a la fuerte asociaciéon entre esta enzima y la generacién de mayor
inestabilidad gendmica en la LLC. El conjunto de estas observaciones deja abiertas algunas
preguntas que podrian tener relevancia directa en la evaluacidn prondstica en esta leucemia, por
ejemplo: éLa evaluacidon por FISH con sondas ATM y TP53 en la FP y en la FQ al debut de Ia
enfermedad podria predecir la progresién del paciente con LLC? (El hallazgo temprano de
deleciones TP53y/o ATM en las FP es indicio de progresion tumoral? En todo caso para responder
dichas preguntas se debe de confirmar estos datos en una cohorte mayor de pacientes.

Dado la importancia que tiene la interaccién del LB tumoral con su microambiente, a lo
largo de los afios se han desarrollado un conjunto de inhibidores enfocados en bloquear la
sefializacién del BCR. Entre los que mejor respuesta clinica han tenido y que han sido aprobados
por la FDA, se encuentran el idelalisib, un bloqueante de la isoforma delta de la enzima PI3K (Zirlik
and Veelken, 2018); e ibrutinib, un inhibidor irreversible de la BTK (Burger et al., 2014).
Experimentos in vitro e in vivo han demostrado que ibrutinib es capaz de bloquear la proliferacion
celular (Herman et al., 2014; Burger et al., 2017). Sin embargo, el efecto directo de esta droga
sobre las poblaciones proliferantes no habia sido estudiado aun. Por lo tanto, en colaboracién
con el laboratorio del Dr. Jan Burger en el MD Anderson Cancer Center decidimos evaluar la
existencia y el porcentaje de las FP del clon tumoral, asi como la expresién de AID, antes y
después del tratamiento con ibrutinib en muestras de pacientes que recibieron esta terapia en
el marco del estudio clinico NCT02007044 (ClinicalTrials.gov).

Este anadlisis muestra que interesantemente ocurre una disminucién significativa de las FP
posterior al ibrutinib. Ademas, al evaluar el estado de fosforilacion de la via AKT/PKB en la FP
CXCR4/CD5 se evidencidé que ocurre un aumento en la desfosforilacion de moléculas asociadas a
la progresién de la LLC, tales como SYK, JAK1, y AKT1 después del tratamiento. Todos estos datos
sugieren que ibrutinib tiene un impacto directo en el estado de fosforilacion de las FP y que este
efecto podria ser el responsable de la disminucién de la tasa de proliferacidon observado en esta
subpoblacién tumoral.

Previo a nuestro trabajo, Compagno y col. reportaron que ibrutinib incrementa la
expresion de la enzima AID en la linea celular MEC-1 de LLC y en otras lineas celulares de linfoma
de células B (Compagno et al.,, 2017). Ademads, los autores observaron un incremento en la
formacién de tumores dependiente de AID en ratones tratados con Idelalisib o ibrutinib. Esto
generd preocupacion en el area hemato-oncoldgica, ya que, ibrutinib es una terapia que se
administra por tiempo indefinido y la descripcion de un aumento de la enzima AID como
potencial mutdgeno dejaba entrever un posible riesgo de mayor inestabilidad gendmica y
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refractariedad terapéutica (Fruman & O'Brien, 2017). Sin embargo, los datos publicados hasta
ese momento no habian descrito el desarrollo de neoplasias secundarias asociadas al tratamiento
con ibrutinib a larga data (Burger et al.,, 2015), encontrandose de esta manera hipodtesis
contrarias en la biologia de la LLC durante los afios 2017-2018. Teniendo en cuenta estas
observaciones, decidimos evaluar la expresion de AID a nivel proteico en las FP IgMP°s/IgGPs y
CXCR4'"°*%/CD5Me", obtenidas a partir de SP de pacientes tratados con Ibrutinib.

Nuestros resultados muestran una disminucién en la expresién de la enzima AID en el
clon tumoral, asi como también una disminucién del nimero de células leucémicas expresando
esta enzima. Debido a lo descrito en el trabajo de Compagno y col., evaluamos también la accidon
del ibrutinib sobre la linea celular de LLC MEC-1. En este caso, al igual que los autores
evidenciamos un aumento de AID posterior al tratamiento in-vitro con lbrutinib. Finalmente,
estos resultados muestran que, si bien las lineas celulares son una gran herramienta para el
estudio de muchas patologias tumorales. En el caso de la linea MEC-1, ésta no siempre traduce
lo que estd ocurriendo en las células primarias de pacientes con LLC.

En vias de discernir los mecanismos moleculares de accién del ibrutinib sobre la expresion
de AID, también evaluamos el perfil de expresidn de esta enzima en células primarias de LLC
estimuladas con CD40L+IL-4 incubadas en presencia o no de la droga. Nuestros datos muestran
que el ibrutinib es capaz de inhibir la proliferacion celular y la expresién de AID a pesar del
estimulo generado por CD40L+IL-4. Dado que la activacién con IL-4 promueve la fosforilacion del
factor de transcripcion STAT6 para su posterior translocaciéon al nucleo con la consecuente
expresion de AID (Dedeoglu et., 2004), decidimos también evaluar el estado de fosforilacidn de
STAT6 y la expresion de AID por WB después de la activacién con CD40L+IL-4+ibrutinib.
Interesantemente pudimos observar que en presencia de la droga ocurre una disminucion de la
fosforilacion de la Tyr641 de STAT6, y que esta desfosforilacion se asocia a disminucién en la
expresion de AID. De manera interesante, en las células MEC-1 no se evidencia fosforilacion de
STAT6 en la condicidn control ni con el tratamiento, sugiriendo asi que las diferencias observadas
entre la linea celular y los LB tumorales de pacientes con LLC podria ser explicada a través de este

mecanismo.

A modo de resumen, podemos concluir que las FP asi como la expresion de AID
disminuyen tras el tratamiento con ibrutinib. Y que, ademas esta reduccién de AID pareciera ser
dependiente de una accién de la droga sobre la via IL-4/JAK/STAT6. Describimos asi un nuevo
mecanismo del ibrutinib en la inhibicién de sefiales provenientes del microambiente y sumando
datos sobre la seguridad de su uso en el tratamiento de la LLC, como se plantea en (Slupsky,
2019). Parte de estos resultados fueron realizados en el marco de esta tesis y el total de ellos,
fueron publicados por nuestro grupo el afio pasado en la revista Blood (Morande & Sivina et al.,
2019).
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Mas alla de la sefializacién generada a través del BCR, la interaccion del LB tumoral con
su microambiente es bastante compleja, observandose una paraddjica regulacion del sistema
inmune en la LLC. Ha sido descrito que en aproximadamente 10% de los pacientes ocurre una
respuesta inmunoldgica exacerbada que conlleva al desarrollo de citopenias autoinmunes
(Mauro et al., 2000; Hamblin, 2006; Moreno et al., 2010). Sin embargo, la alta incidencia de
complicaciones infecciosas ha sido atribuida a una respuesta inmune ineficiente en esta patologia
(Forconi and Moss, 2015). Por lo que, la mayor o menor contribucion de un ambiente
inflamatorio en la fisiopatologia de la LLC ha sido objeto de discusién y estudio a lo largo de los
afos. Se sabe que en los centros proliferantes la interaccidén del LB leucémico con células no B
lleva a la activacién de vias proinflamatorias a través de factores de transcripcion como NF-kB y
STAT3 (Cuni et al., 2004, Herishanu et al., 2011; Rozovski et al., 2013). Ademds, la respuesta
clinica obtenida con agentes anti-inflamatorios, tales como glucocorticoides (Greenstein et al.,
2000), lenalidomida (Chen et al., 2011; Badoux et al., 2011) e ibrutinib (Burger et al., 2015; Ahn
et al., 2018) deja en evidencia la importancia de un microambiente inmunolégicamente activado
en la sobrevida del clon tumoral. A pesar de todos estos datos, no se puede obviar que en la LLC
ocurre también un defecto funcional en las células T, NK, asi como también del linaje mieloide
que resulta en disminucion de la respuesta humoral y celular (Dearden, 2008; Hanna et al., 2017).
En este sentido, el grupo de Gribben ha descrito ampliamente que, a pesar del incremento de
células CD4P°s y CD8P% en la progresién de la enfermedad, éstos muestran un deterioro funcional
(Gorglin et al.,, 2005; Ramsay et al.,, 2008; Riches & Gribben, 2013; Ramsay et al., 2013) y
expresion de marcadores de agotamiento celular (Brusa et al., 2013; Riches et al., 2013). De igual
manera, ha sido reportado que bajos niveles de componentes del complemento se asocia con
una LLC mas avanzada (Schlesinger et al., 1996). Estos resultados parecieran sugerir, que la
regulacién negativa de la respuesta inmune innata y adaptativa podrian tener un rol en la
progresion de la enfermedad.

Entre los mecanismos de la respuesta inmune innata, se encuentra el inflamasoma, cuya
activacion lleva a la secrecion de IL-1p e IL-18, asi como a la muerte celular por piroptosis (Sborgi,
2016). En la LLC, la informacidn relacionada acerca del rol del inflamasoma es escasa. Por lo que,
en colaboracién con el Laboratorio de Inmunorregulacién e Inflamacion del Institut Pasteur de
Montevideo, decidimos explorar en esta neoplasia la funcién de las proteinas TMEM176A y
TMEM176B, durante la progresiéon de la enfermedad y su asociaciéon con la activacion del
inflamasoma en pacientes de mal prondstico clinico. Recientemente Segovia, Russo y Col.
describieron que TMEM176B es capaz de inhibir el inflamasoma NLRP3 a través del control del
calcio citosdlico (Segovia & Russo et al., 2019). Ademas, la sobreexpresion de estas proteinas ha
sido asociada al desarrollo tumoral. Cuajungco y col. mostraron que la expresion de TMEM176A,
asi como de TMEM176B se encuentra elevada en linfomas, pero no en tejidos normales, y que
TMEM176A por si solo estd incrementado en carcinoma de pulmén (Cuajungco et al., 2012). Por
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otro lado, en cdncer gastrico bajos niveles de ARNm de TMEM176A y TMEM176B han sido
correlacionados con mejor sobrevida (Sun et al., 2018).

Resultados previos de esta colaboracién enmarcados en la tesis de Maestria de la Lic.
Rammauro muestran que pacientes con LLC progresora presentan una mayor expresion de
TMEM176A comparado con pacientes indolentes (Rammauro, Tesis de maestria, 2018). Ademas,
de esta observacidon, resultados en esta tesis lograron correlacionar la sobreexpresién de
TMEM176A con una menor activacion de la Casp.1. En el mismo sentido, estudios involucrando
ARN de interferencias muestran que el knockdown de TMEM176A en LB leucémicos promueve
la activacién de Casp.1 (Rammauro, Tesis de maestria, 2018).

Siguiendo esta linea de investigacion, en el presente trabajo de tesis mostramos que una
mayor expresion de TMEM176A se correlaciona con menor clivaje de GSDM-D. Por lo que, al
producirse menos del fragmento N-terminal de la GSDM-D se estaria previniendo la liberacion
de citoquinas proinflamatorias y la generacién de piroptosis. Estos resultados en conjunto
sugieren que, la sobreexpresion de TMEM176A en pacientes progresores se asocia a menor
activacion del inflamasoma vy resistencia a la muerte celular por piroptosis. Estos datos
concuerdan con publicaciones previas, donde se describe que pacientes con LLC avanzada
presentan menor produccion de IL-1B, mientras que en aquellos con enfermedad estable los
valores de IL-1B son cercanos a los normales (Aguilar-Santelises et al., 1989; Yan et al., 2011;
Garley et al., 2016).

La activacién del inflamasoma ocurre en dos pasos, el primero conlleva a la transcripciéon
y expresion de NLRP3, pro IL-1B y pro IL-18 a través de la via NF-kB, los cuales se mantienen
inactivos en el citoplasma hasta que ocurre el segundo estimulo (Liu et al., 2017). Entre los
mecanismos descrito responsable de la activacion final del inflamasoma se encuentra el flujo de
iones (Moosavi et al.,, 2018), por lo que TMEM176A al disminuir el calcio citosdlico, estaria
inhibiendo el ensamblaje del multicomplejo. Si bien resultados previos de nuestro laboratorio
(Prieto, Sotelo, Seija et al., 2017) y de otros (Herishanu et al., 2011) ponderan el rol pro-activo de
la activacidn de la via de sefializacion NF-kB en la proliferacion tumoral de pacientes con LLC,
nuestros resultados sugieren que independientemente de esta activacién constitutiva de la via
NF-kB, la menor liberacidn de IL-1 y menor generacidn de piroptosis observada en los pacientes
progresores podria estar siendo explicada en parte por una regulacién rio abajo a la seiializaciéon
dada por NF-kB.

Como se ha venido mencionando reiteradamente, las sefiales provenientes del
microambiente tumoral son esenciales en la sobrevida y proliferacion del LB leucémico. Ha sido
demostrado que la interaccion con NLCs, células estromales y LT conlleva a la sobreexpresion de
proteinas anti-apoptéticas en el clon tumoral. Ademas, cuando las células de LLC son puestas en
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cultivo sin sefiales de sobrevida externas éstas no son capaces de proliferar y experimentan
muerte celular en un periodo de tiempo corto (Panayiotidis et al., 1996; Burger et al., 2000;
Caligaris-Cappio et al., 2003). Tomando en consideracion lo anterior decidimos evaluar si la
piroptosis desempefia un rol en este fendmeno. Nuestros resultados muestran que ocurre un
aumento del fragmento N-terminal de la GSDM-D y de la liberaciéon de LDH tanto a las 24 como
a las 48 horas post cultivo. Se aprecia también un incremento del fragmento de GSDM-D de 43
kDa, el cual ha sido descrito de ser producido por las casp3/7 para inactivar a la proteina durante
la apoptosis (Taabazuing et al., 2017). Dicho analisis sugiere que, ademas de la apoptosis, la
piroptosis podria estar involucrada en la muerte celular espontdnea in vitro que experimentan
las células de LLC. Ademads, observamos por inmunofluorescencia que ocurre una colocalizacidon
de NLRP3y Casp.1 activa durante este proceso, por lo que NLRP3 podria ser el sensor involucrado
en el ensamblaje del inflamasoma en células de LLC. Este dato concuerda con una publicacion
realizada en el afo 2016 por Salaro y col., quienes describieron que un aumento en la expresion
de NLRP3 en células de LLC causa acelerada muerte celular, mientras que bajos niveles de NLRP3
estan asociados a una mayor proliferacion (Salaro et al., 2016).

La relacién entre la piroptosis y el desarrollo tumoral es ambigua, y varia de acuerdo con
el tejido involucrado. Por un lado, puede inhibir la ocurrencia y desarrollo de tumores, pero al
ser un tipo de muerte celular proinflamatoria puede proporcionar un microambiente adecuado
para el crecimiento tumoral. Asi, por ejemplo, en NSCLC alta expresion de GSDM-D ha sido
asociada con tumores mas grandes, estadios avanzados de la clasificacion TNM y sobrevidas mas
cortas (Gao et al., 2018). De igual manera, en melanoma, mama y tumores escamosos de cabeza
y cuello se ha demostrado que el inflamasoma NLRP3, IL-1B e IL-18 promueve el crecimiento
tumoral, invasion y metastasis (Ahmad et al., 2013; Weichand et al., 2017; Bae et al., 2017). Sin
embargo, la disminucion en la expresién de GSDM-D promueve la proliferacién celular en cancer
gastrico (Wang et al., 2018). Ademas, Wei y col. demostraron que la expresién del inflamasoma
NLRP3 estd disminuido e incluso completamente ausente en hepatocarcinoma, y que hay una
correlacidon negativa entre su expresion y el grado clinico-patolégico de la enfermedad (Wei et
al., 2014). Basados en los resultados del presente estudio, la LLC pareciera formar parte de este
segundo grupo oncoldgico en donde la inhibicidén de la piroptosis podria promover la sobrevida
del LB tumoral.

Se debe mencionar ademas que, la induccion de la piroptosis esta considerada como un
tratamiento potencial en cancer (Xia et al., 2019). Acorde con esto, Segovia, Russo y col.
identificaron al (+)-BayK8644 como un compuesto capaz de activar el inflamasoma a través de la
inhibicién de TMEM176A y TMEM176B, cuyo mecanismo de accion es dependiente del flujo de
Na+ y con afectacién minima de células negativas para TMEM176A/B (Segovia & Russo et al.,
2019). Igualmente, los autores mostraron que el tratamiento con (+)-Bayk8644 controld el
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crecimiento tumoral in vivo e incrementd la sobrevida en ratones wild type portadores de
tumores, pero no asi en ratones TMEM176B7- (Segovia & Russo et al., 2019). De manera
interesante, cuando este tratamiento es combinado con anti-CTLA-4 o anti-PD-1, mejora la
inmunidad antitumoral generado por los inhibidores de punto de control inmunolégico (Segovia
& Russo et al., 2019).

Considerando que en la LLC los pacientes mds progresores presentan un incremento de
la expresion de TMEM176A, decidimos evaluar la respuesta al (+)-BayK8644 en células primarias
de LLC. Nuestros resultados muestran que ocurre un incremento de la permeabilidad celular, asi
como de la activacién de Casp.1 y del clivaje de GSDM-D cuando las células son cultivadas en
presencia de la droga. Sugiriendo asi, que la modulacién farmacolégica de TMEM176A dada por
el (+)-BayK8644 podria convertirse en una herramienta terapéutica en la LLC.

Dado que el mecanismo de accidn del (+)-BayK8644 implica la activacion del inflamasoma
con la consecuente muerte celular compatible con piroptosis hipotetizamos que, al combinar
este compuesto con el venetoclax, una droga que tiene como blanco la proteina anti-apoptdtica
BCL-2 podriamos potenciar el efecto de ambos inhibidores. Los resultados muestran que, el (+)-
BayK8644 mejord la accidén del venetoclax, y viceversa en células primarias de LLC. De igual
manera, evaluamos la accién conjunta de las drogas en cultivo celular utilizando esplenocitos
aislados de ratones Ep-TCL1. Para ello, decidimos confirmar primero que en nuestro modelo
murino se expresa TMEM176A. Si bien se realizé esta confirmacién a nivel de ARNm, por razones
metodoldgicas no fue posible determinar la expresidn a nivel proteico. Lo cual seria lo ideal dado
gue ha sido descrito que la expresién de TMEM176A esta regulada, al menos en parte, a nivel
postranscripcional en algunas lineas y tejidos tumorales (Wang et al., 2017; Gao et al., 2017). Los
resultados muestran que similar a lo encontrado en humanos, en esplenocitos de ratones Ep-
TCL1 la combinacion de (+)-BayK8644 y venetoclax generd una mejor respuesta que cada
inhibidor por separado. Estos resultados nos sugieren que podriamos estar frente a un nuevo
compuesto que seria complementario a otras drogas aprobadas actualmente para el tratamiento
de a LLC.

Vale destacar que, si bien ocurre un incremento de la muerte celular al combinar ambas
drogas, el efecto in vitro observado tanto en ratones como en humanos es de tipo sumatorio, y
no sinérgico como esperdbamos en un principio. Esto podria ser explicado, porque el venetoclax
no solo esta promoviendo la muerte celular por apoptosis, sino que también ocurre un
incremento en la activacién de Casp.1 vy clivaje de GSDM-D, lo cual sugiere que el mecanismo de
accién del venetoclax podria involucrar también la piroptosis, convergiendo de esta manera
ambas drogas sobre una via comun. Es probable que el efecto del venetoclax en la activacion del
inflamasoma sea dado porque este compuesto a unirse a BCL-2 promueve la oligomerizacion de
BAX/BAK, los cuales producen permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial con la
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consiguiente liberacién de citocromo c, asi como de ADN mitocondrial y especies reactivas de
oxigeno, siendo estos ultimos capaces de activar el inflamasoma NLRP3 (Zhou et al., 2010;
Nakahira et al., 2010; Shimada et al., 2012). En concordancia con esto, Vince y col. demostraron
que la sefalizacion mediada por BAX/BAK culmina en activacion de IL-1B a través del ensamblaje
del inflamasoma NLRP3. Ademas, los autores mostraron que el ABT-737, otro BH3 mimético que
se une con alta afinidad a las proteinas BCL-XL, BCL-2 y BCL-W, en combinacidn con cicloheximida
induce el clivaje de GSDM-D en BMDCs (Vince et al., 2018). Estas observaciones, demuestran que
la apoptosis y la piroptosis son dos vias que estan altamente interconectadas y reguladas entre
si.

Posteriormente, decidimos evaluar la respuesta al (+)-BayK8644, y su combinacion con el
venetoclax en el modelo de transferencia adoptiva Eu-TCL1. Para este modelo experimental el
tratamiento fue iniciado en el dia 8 posterior a la transferencia adoptiva con la finalidad de
obtener un mayor margen terapéutico, y ademas de tratar ratones que no estuviesen con una
enfermedad muy avanzada. Posterior a 4 semanas de tratamiento, los 4 grupos de animales
(Control, BayK, Venetoclax, BayK-Venetoclax) presentaron un aumento de la leucocitosis y del
clon tumoral con valores similares entre ellos, lo cual confirmé que las células transferidas se
expandieron en los ratones receptores y hasta esa fecha no se observaba diferencias entre los
grupos de tratamiento.

No obstante, entre la semana 5y 7 el grupo BayK presentd un descenso en la media del
recuento absoluto de gldbulos blancos, asi como del clon tumoral, manteniéndose este valor
estable a lo largo del experimento. En efecto, el andlisis de los resultados muestra que de los 4
animales que conforman este grupo, a la semana 10 de seguimiento, 3 mantienen valores
inferiores a 10x10° células tumorales/Litro, mientras que 1 solo presenta un recuento de LB
leucémico similar al grupo control. Este aumento de la sensibilidad al (+)-BayK8644 en este grupo
a partir de la semana 5 podria ser explicado, ya sea por un efecto de la cinética de la droga o
porque los linfocitos tumorales una vez que comienzan a expandirse en los OLS estarian
recibiendo sefiales del microambiente que podrian llevar, entre otras cosas, a la sobreexpresion
de TMEM176A y asi promover la sobrevida del clon leucémico, pero al ser éste nuestro blanco
terapéutico, incrementaria entonces la sensibilidad a la droga.

Por su parte, los ratones que recibieron solo venetoclax presentaron un incremento de la
leucocitosis y del clon tumoral acentuado al pasar de las semanas, lo cual concuerda con
publicaciones previas que demuestran que los ratones Eu-TCL1 son resistente al venetoclax, dado
probablemente por la alta expresion de BCL-XL y MCL1 en este modelo murino como se describe
en (Carter et al., 2017; Patel et al., 2018; Ten Hacken et al., 2018). Pese, a los resultados exitosos
obtenidos con el (+)-Bayk8644 como monoterapia, solo 1 ratén del grupo BayK-venetoclax
presenté un recuento absoluto de células tumorales bajo. Mientras que, los otros 2 tuvieron un
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comportamiento similar al grupo control y venetoclax. En cuanto a la sobrevida para la semana
16, el 75% de los ratones tratados con BayK se encontraban aun vivos, mientras que la media de
sobrevida se ubicd en 10.7 semanas para el grupo control, y en 14.71 y 13.57 semanas para los
grupos Venetoclax y BayK+Venetoclax, respectivamente.

Es importante destacar que el nimero de animales conformando cada grupo es pequeiio,
por lo que estos resultados son preliminares y deberian de ser confirmados en nuevos
experimentos evaluando su reproducibilidad y en una cohorte mayor de animales para fortalecer
la estadistica del modelo. Ademas, seria interesante evaluar el comportamiento del clon tumoral
en bazo y MO, asi como la expansiéon o no de otras poblaciones celulares, por ejemplo,
determinar el perfil de células T posterior al tratamiento.
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Conclusiones

Esta tesis de maestria se centré en identificar nuevos mecanismos asociados a la
proliferacién y muerte celular que pudiesen estar favoreciendo el desarrollo de una enfermedad
mas agresiva y la resistencia al tratamiento. En este sentido, los resultados han aportado al
conocimiento general de la biologia de la LLC de la siguiente manera:

1. Muestran por primera vez que las FP con alta expresidon de la enzima AID
adquieren primero la del(11g22-23), aportando asi mas informacion relacionada
a la asociacién entre esta enzima y la generaciéon de una mayor inestabilidad
gendmica del clon leucémico.

2. Sugieren que la medicion del porcentaje de la FP al diagndstico de la enfermedad
podria ser usado como un factor prondstico, dado que ésta parece predecir el TFT
y anticipar a aquellos individuos con del(11g22-23).

3. Parte de este trabajo de tesis ayudd a describir por primera vez que el ibrutinib
disminuye las FP y la expresidon de AID en pacientes tratados con esta droga.
Ademads, se identific6 un nuevo mecanismo de accidén para el ibrutinib que
pareceria tener su efecto sobre el clon tumoral a través de la modulacién de la via
IL-4/JAK/STAT6.

4. Muestran que la sobre expresién de la proteina TMEM176A se asocia a menor
activacién del inflamasoma y resistencia a la muerte celular. Sugiriendo asi que la
piroptosis podria ser otro tipo de muerte celular implicada en la LLC.

5. Sugieren que la modulacién farmacologica de TMEM176A a través del compuesto

(+)-BayK8644 podria convertirse en una nueva herramienta terapéutica en esta
leucemia.
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Ibrutinib therapy downregulates AID enzyme and
proliferative fractions in chronic lymphocytic leukemia
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Activation-induced cytidine deaminase (AID) initiates somatic hypermutation and class
switch recombination of the immunoglobulin genes. As a trade-off for its physiological
function, AID also contributes to tumor development through its mutagenic activity. In
chronic lymphocytic leukemia (CLL), AID is overexpressed in the proliferative fractions
(PFs) of the malignant B lymphocytes, and its anomalous expression has been associated
with a clinical poor outcome. Recent preclinical data suggested that ibrutinib and idelalisib,
2 clinically approved kinase inhibitors, increase AID expression and genomic instability in

® AID protein
expression and
proliferative fractions
are decreased during
ibrutinib therapy in
patients with CLL.

® Downregulation of
AID and proliferative
subsets are associated
with decrease of AKT
and JAK1/STAT6
signaling after
ibrutinib therapy.

normal and neoplastic B cells. These results raise concerns about a potential mutagenic risk
in patients receiving long-term therapy. To corroborate these findings in the clinical
setting, we analyzed AID expression and PFs in a CLL cohort before and during ibrutinib
treatment. We found that ibrutinib decreases the CLL PFs and, interestingly, also reduces
AID expression, which correlates with dampened AKT and Janus Kinase 1 signaling.
) Moreover, although ibrutinib increases AID expression in a CLL cell line, it is unable to do so

in primary CLL samples. Our results uncover a differential response to ibrutinib between
cell lines and the CLL clone and imply that ibrutinib could differ from idelalisib in their potential to induce AID in treated
patients. Possible reasons for the discrepancy between preclinical and clinical findings, and their effect on treatment
safety, are discussed. (Blood. 2019;133(19):2056-2068)

associated with the expression of activation-induced cytidine
deaminase (AID),'? a B-cell-restricted enzyme that creates point

Introduction
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a mature B-cell malig-

nancy typically diagnosed in elderly patients’ based on the
detection of mature monoclonal CD5*/CD23* B cells in the
peripheral blood (PB), bone marrow (BM), and secondary lym-
phoid organs.?® Historically, CLL has been described as a dis-
ease caused by the accumulation of quiescent clonal B cells,
arrested in the GO phase of the cell cycle. However, more re-
cently, small fractions of the CLL clone were found to proliferate
constitutively, and the relative size of the proliferative com-
partment has been linked to disease progression.*> As a con-
sequence, they have been termed proliferative fractions
(PFs).4¢8 CLL cell proliferation occurs primarily in the secondary
lymphoid organs within proliferation centers’ that resemble
lymphoid follicles (“pseudofollicles”). In these areas, CLL cells
are activated by signals from the microenvironment, especially
activation of B-cell receptor (BCR) signaling,” along with trig-
gering costimulatory molecules such as CD40 and toll-like
receptors,’® among others,"" that collectively result in cell pro-
liferation and survival. CLL cell activation and proliferation are

2056 @ blood® 9 MAY 2019 | VOLUME 133, NUMBER 19

mutations in the genomic DNA of the immunoglobulin (Ig) genes
to initiate somatic hypermutation and class switch recombination.'?
AID can also exhibit promiscuous activity outside the Ig locus,
resulting in off-target mutations that have been linked to ge-
nomic instability’*'® and tumor progression in acute lympho-
blastic leukemia'® and in diffuse large B-cell ymphoma.'” In CLL,
AID expression is restricted to the subset of proliferating leu-
kemia cells*>7:1® and can be detected in PB from patients with
CLL with poor prognostic features, such as unmutated IGHV,
extensive lymphocytosis, and short survival.#'%-?' This observa-
tion indicates that PFs and AID activity play an important role in
the natural history of this disease.

Kinase inhibitors targeting BCR signaling have significantly im-
proved the outcome of patients with CLL, especially those with
high-risk CLL, and now are widely used in clinical practice.?>3
The BTK inhibitor ibrutinib induces high rates of durable
remissions in patients with CLL with untreated and or refractory

© 2019 by The American Society of Hematology
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CLL.2%2 Jprutinib abrogates CLL cell proliferation, both in vitro,
judged by reduced Ki-67* cells,?® and in vivo, based on abol-
ished deuterium incorporation into the DNA of CLL cells in
patients.?” Compagno et al recently reported that BCR signaling
inhibition with either the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)3
inhibitor idelalisib or ibrutinib increased AID protein expression
in murine B cells and human B-cell lymphoma lines, along with
increased genomic instability and tumor formation.?® These
findings by Compagno et al raise concerns about a potential
mutagenic risk in patients receiving long-term therapy because
of AID overexpression. However, according to the available clinical
data, continuous therapy with the PI3K3 inhibitor idelalisib?? and
with ibrutinib?*?* have not been associated with an increased risk
of developing secondary cancers. Nonetheless, AID expression
levels in idelalisib- or ibrutinib-treated patients with CLL have not
previously been reported. Therefore, we analyzed AID expression
and the percentage of the proliferative CLL cell fractions in serial
CLL cell samples obtained before and during ibrutinib therapy. In
addition, we also evaluated the phosphorylation status of PI3K/
protein kinase B (PKB) pathway of the PF CXCR4'>*/CD5"sh and
studied AICDA mRNA and AID protein expression in ibrutinib-
treated primary CLL cells, and in MEC-1 cells, a CLL-derived cell
line.3° Collectively, our data, in contrast with recent preclinical
data,?® demonstrate that ibrutinib therapy results in a profound
reduction in both AID expression and proliferative leukemic
fractions in patients with CLL.

Methods

Patient selection

Al patients fulfilled clinical and immune-phenotypic criteria for
CLL and were enrolled in a clinical trial approved and conducted
in accordance with the Institutional Review Board of the Uni-
versity of Texas MD Anderson Cancer Center guidelines and
with the principles of the Declaration of Helsinki (ClinicalTrials.
gov identifier: NCT02007044). Patients were treated at MD
Anderson Cancer Center with ibrutinib 420 mg daily. After
obtaining informed consent, PB samples were collected before
and after the initiation of ibrutinib therapy. PB mononuclear cells
(PBMCs) were isolated with Ficoll/Hypaque density-gradient
centrifugation, purification of B cells was obtained by negative
selection using EasySep Human B cell enrichment kit (StemCell
Technologies, Vancouver, Canada), and purified B cells were
cryopreserved with fetal bovine serum (FBS; Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) supplemented with 10% dime-
thylsulphoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and stored
in vapor-phase liquid nitrogen until further use.

Flow cytometry analysis, in vitro cultures, and
polymerase chain reaction analysis

Briefly, 1 X 10¢ blood purified B cells were incubated with the
corresponding mixture of antibodies or isotype controls for
30 minutes at 4°C in phosphate-buffered saline (PBS) with
0.5% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Cells were washed twice in PBS 0.5% bovine serum albumin
before acquisition. For intracellular protein detection, 1 X
10 PBMCs were fixed in PBS, paraformaldehyde 4%, washed
twice in PBS, and then permeabilized in PBS containing 0.5%
saponin and 5% FBS (PermB) after the addition of the specific
antibody. For Ki-67 staining, conjugated anti-human Ki-67
was incubated for 30 minutes on ice. For intracellular AID
staining, primary antibody was incubated 1:500 in PermB
for 1 hour on ice and subsequently incubated for 30 minutes
with secondary conjugated anti-rat. Methodology and anti-
bodies used for phenotypic surface analysis of leukemic B cells
are provided in supplemental Data 1, available on the Blood
Web site.

AKT/PKB phospho array

Fluorescence-activated cell sorter isolation of the leukemic cell
populations CD19+CXCR4'*CD5sh (PF) and CD19*CXCR4MshCD5'o
(quiescent fraction [QF]) in samples from patients with CLL
treated with ibrutinib treatment was performed with the use of
the Atrios cell sorter (Beckman Coulter, Brea, CA) and the FACS
Aria Il cell sorter (BD Bioscience). Detailed information is
provided in supplemental Data 1. Purity of sorted PF and QP
populations was greater than 98% in all the cases. Cell pellets
were obtained by cold centrifugation and delivered to Full
Moon BioSystems (Sunnyvale, CA) for the development of the
AKT/PKB phosphoarray. We used AKT/PKB Phospho Anti-
body Array with 216 highly specific antibodies related to
the PI3K/PKB/AKT pathway designed for protein phosphor-
ylation profile in cell and tissue human samples. (Catalog No:
PAB216; https://www.fullmoonbio.com/product/akt-pkb-phospho-
antibody-array).

Cell lines and in vitro cultures

MEC-1 cell line was a kind gift of F. Caligaris-Cappio (Milano,
Italy). For evaluation of ibrutinib effects on AID expression
in vitro, MEC-1 cells were incubated in RPMI Medium 1640
(Gibco, Thermo Fisher) supplemented with 10% FBS (Gibco,
Thermo Fisher) in the presence of ibrutinib (MedKoo Bio-
sciences, Morrisville, NC) or Idelalisib (MedKoo Biosciences)
at 0.1 or 1 uM for 24 or 48 hours. In vitro cultures with CD40L
and interleukin (IL)-4 were performed as described in
Palacios et al.?’

Figure 1. Studies of proliferative CLL subsets during ibrutinib treatment of patients with CLL. Peripheral blood samples from patients with CLL before and after 1 and
4 weeks postibrutinib treatment were centrifuged in Ficoll gradient, and total MCs obtained were next analyzed by flow cytometry, using the different markers detailed here.
Leukemic cells were discriminated by gating lymphocytes and by labeling CD19 plus CD5. (A) Ki-67+ (i), CD38 (i), CD86 (jii), or CXCR4 (v) surface expression was evaluated in
the 3 points depicted. Results are shown as percentages of CD19+/CD5*/Ki-67* cells (i), CD19+/CD5*/CD38* cells (i), CD19*/CD5*/CD86* cells (iii), or CD19*/CXCR4low/CD5"sh
cells (v) by fixing the gate at the pretreated condition. (iv) Intracellular labeling of IgM plus IgG was performed where percentages of CD19+/IgM*/IgG* cells before and after
treatment is shown. As depicted for CD19*/Ki-67+, CD19/CD38*; CD19*/CD86", IgM*/IgG™*, and CXCR4'*“CD5"'s", the P values were P < .0001, P = .001, P = .011; P = .016,
and P = .005; respectively (n = 10). Each dot represents a single patient sample (*P < .05; ** P < .005; 2-tailed, Student paired ttest). (B) Intracellular staining of Ki-67 was developed
in CD19*/IgM*/IgG™ cells. Shown are representative dot plots and Ki-67 histograms in a representative patient (left) and the statistical analysis of the entire cohort evaluated
(right part), where each dot represents a single patient sample. Pretreated IgM*/IgG*/Kié7* was 5.6% vs 1.7% at 1 week (mean difference, 3.9; 95% confidence interval [Cl], 1.5-6.3;
P = .0013), whereas at 4 weeks, it was 0.3% (mean difference, 3.9; 95% Cl, 2.9-7.6; P = .0001; n = 10; 1-way ANOVA, multiple comparisons test). (C) Intracellular staining of Ki-67
was developed in CD19*CD5"s"/CXCR4'>" cells. Shown are representative dot plots and Ki-67 histograms in a representative patient (left part) and the statistical analysis of the entire
cohort (right part), where each dot represents a single patient sample. For CXCR4'**CD5"<", the mean proportion of cells expressing Ki-67 at pretreatment is 14.9% vs 5.8% at week 1
(mean difference, 9.1; 95% Cl, 2.4-15.7; P = .042); and for week 4, 1.36%, with a mean difference of 13.5 (95% Cl, 6.7-20.3; P = .017; n = 10; 1-way ANOVA, multiple comparisons test).
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Western blot and immunodetection

After harvesting, cells were lysed with RIPA buffer (50 mM TRIS-
HCl at pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 1%
NP-40) supplemented with protease inhibitor cocktail (Roche,
Basel, Switzerland). Samples were heated at 95°C for 5 minutes,
and a total of 50 pg/well were loaded onto 12% Tris-glycine
acrylamide gel. Electrophoresis and immunoblot methodology,
as well as antibodies used, are detailed in supplemental Data 1.

RNA extraction and AID transcripts analysis

RNA extraction was performed from 1 X 10%to 5 X 10¢ purified
CD19* CLL cells, using Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), and
cDNA was synthesized as described in Palacios et al,* using
Superscript |l reverse transcriptase (Invitrogen) with ribonuclease
inhibitor RNAsin (Promega, Madison, WI). Standard and quan-
titative polymerase chain reaction (qPCR) amplification was
performed as described in Palacios et al.* AID and GAPDH
primers are provided in the supplemental Data 1.

Statistical analyses

Percentages of CD38* PF, CD86* PF, IgM*/IgG* PF, and
CXCR4'ewCD5Ms" PF during ibrutinib treatment, as well as Ki-67-
and AlD-positive cells within the subsets, were compared with
the use of 2-tailed paired Student t test. One-way analysis of
variance (ANOVA) multiple comparison test was used in cases in
which more than 2 conditions were evaluated. Variables with
P < .05 were considered to be significant. All analyses were
performed using GraphPad Prism 7 software version 7.0c (GraphPad,
San Diego, CA).

Results

Ibrutinib treatment diminishes proliferative

CLL fractions

The 4 distinct CLL PFs**® were quantified in PB samples from
patients with CLL (n = 10) before and after 1 and 4 weeks of
ibrutinib therapy. Clinical and laboratory characteristics are
provided in Table 1, and the flow cytometry strategy for char-
acterization of PFs is described in supplemental Figure 1. Our
analyses demonstrated that the distinct CLL PFs, CD19*/Ki-67*
(), CD19+/CD38" (ll), CD19+/CD86* (lll), IgM*/IgG™* (IV), and
CXCR4'ew/CD5hish (V), were significantly decreased after 4 weeks
of ibrutinib treatment (Figure 1A). In addition, the proportion of
proliferating CLL cells was reduced at 1 and 4 weeks after
ibrutinib administration, as shown by the significant decrease in
the proportion of leukemic cells expressing Ki-67, a marker for
cell proliferation, in IgM*/IgG* and CXCR4'**/CD5"s" CLL cells.
The mean proportion of IgM*/IgG™ cells expressing Ki-67 was
5.6% pretreatment vs 1.7% and 0.3% at weeks 1 and 4 post-
treatment, respectively (P < .0001; 1-way ANOVA test). For
CXCR4'>v/CD5"eh, the mean proportion of cells expressing Ki-67
decreased from 14.9% pretreatment to 5.8% and 1.36% at
weeks 1 and 4 posttreatment, respectively (P < .0001; 1-way
ANOVA test; Figure 1B-C). Altogether, these results support and
expand previous works from Herman et al,*? confirming the
effect of ibrutinib on CLL proliferating cells.

Ibrutinib therapy modifies the phosphorylation
status of AKT/PKB in the CXCR4'>“CD5"s" PF

Taking into account different studies demonstrating the im-
portance of PI3K/AKT signaling during CLL progression,2331:33:34
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we analyzed the phosphorylation status of the AKT/PKB pathway
during ibrutinib treatment. To accomplish this task, we isolated
the CXCR4'*wCD5heh PF from patients CLL3, CLL16, and CLL36
by cell sorting before and during ibrutinib treatment, and an-
alyzed these samples using a phospho-array platform. The full
data set of this experiment is provided in supplemental Data 2.
Analysis of the 3 patients allowed us to identify significant
changes in the phosphorylation status of different proteins in-
volved in cancer progression after ibrutinib treatment. From
a total of 94 protein variants (44 genes), 63 had no significant
differences. In contrast, 31 protein variants (25 genes, 57%)
were significantly dephosphorylated (n = 12) or phosphorylated
(n = 19) after ibrutinib treatment (Figure 2A-B). Between these
significant changes, we found increased dephosphorylation of
important molecules-pathways implicated in B-cell activation
and proliferation, such as spleen tyrosine kinase,? GSK3-a,3¢*"
Janus Kinase 1 (JAK1),%® or AKT/PI3K3*? (Figure 2B-C). Specifi-
cally, dephosphorylation in the Tyrosine 1022 residue of JAK1
has been reported as a key modification needed for the de-
activation of the catalytic center of this kinase.**4? Furthermore,
spleen tyrosine kinase and JAK1 have been previously reported
to be involved in CLL progression.**#4 Interestingly, we also
found a significant dephosphorylation of serine/threonine kinase
AKT1 protein in residues associated with activation of this
pathway, such as Serd73% and Thr72.% In line with these
observations, we found an increased phosphorylation of protein
phosphatase 2A, which constitutes an AKT deactivating phos-
phatase,*” and AKT1S1, which is an inhibitor of mTORC2, the
main activating kinase of AKT3?48 (Figure 2B-C). Finally, there
was increased phosphorylation in key residues in the P53 protein
(Ser392, Ser37, Ser46, and Thr18), as well as of other important
proteins related with survival such as BAD (Ser134), Cicline D1
(Thr-286), and FOXO1 (Thr24/32), among others (Figure 2C).
Altogether, these data show how ibrutinib therapy directly
affects the phosphorylation status of the PFs.

AID expression is downregulated after ibrutinib
treatment in CLL proliferative fractions

Reduction of CLL PFs during ibrutinib treatment and dephos-
phorylation of key pathway molecules involved in control of AID
expression, such as IL-4/JAK1/STAT64-5% and/or PI3K/AKT,®
lead us to evaluate the effects of ibrutinib therapy on AID ex-
pression in patients with CLL. Therefore, we assessed AID
protein in the PFs by flow cytometry, as previously described.®
CLL cells stimulated with CD40L and IL-4 for 5 days served as
positive controls. Such CLL cells demonstrated increased cell
size by FSC/SSC and AID positivity that ranged from 18% to 55%
of the whole CLL clone on the 3 patients analyzed (supplemental
Figure 2). AID is primarily expressed in the PFs.*88 Accordingly,
we observed a higher proportion of AID-positive CLL cells in the
CXCR4'ov/CD5heh and IgM*/IgG™* populations when compared
with the fraction of AID* cells in the entire CLL cell population
(CD19%/CD5*). Mean percentage of AID" cells was 7.2% =
0.7% and 10% = 1.7%, for IgM*/IgG™ and CXCR4'*wCD5"ish,
respectively, vs 1.8% = 0.1% for the whole clone (Figure 3 A-B;
supplemental Figure 2B). When we evaluated the effect of
ibrutinib therapy within the IgM*/IgG* and CXCR4'°w/CD5"ish
PFs, the proportion of AID* leukemic cells were clearly de-
creased at 1 and 4 weeks after treatment, reaching statistical
significance for both the CXCR4'ew/CD5hsh and IgM*/IgG*
subsets at the 4-week point (Figure 3A-B). For IgM*/IgG™*, the
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Figure 2. Phosphorylation profile of CD5"s"/CXCR4'"* leukemic cells in patients with CLL treated with ibrutinib. Cell sorting purified CD19*/CD5"s/CXCR4" cells
obtained from PBMC of 3 patients with CLL before and after 4 weeks of ibrutinib therapy were used to perform a phosphoarray analysis. (A) Volcano plot showing the fold change
vs the Pvalue obtained for each evaluated phosphorylation site. Black dots refer to sites that did not change after treatment (63 phosphorylation sites). Depicted in color are the
sites that were significantly dephosphorylated (green dots, 12 sites) or phosphorylated (red dots, 19 sites) during therapy (P < .05; n = 3; 2-tailed paired Student t test). The
reference for each numbered dot is depicted in panel B. (B) Heat map showing the targeted proteins with their corresponding phosphorylation sites in 3 CLL patient samples.
Heat map scale is shown at the bottom. (C) Statistically significant changes in phosphorylation rate (red, upper panel) or dephosphorylation rate (green, lower panel) during
ibrutinib administration are shown. Each square represents the signal ratio of the antibody against the unphosphorylated form of the site before and after treatment, connected
with the round dot for the signal ratio of the phosphorylated form (P < .05; n = 3; 2-tailed paired Student t test). Relevant proteins associated with inactivation of PI3K/AKT, JAK/
STAT, and p53 pathway are indicated in bold at the x axes.

corresponding values were 7.2% pre- and 2.5% at week 4 P = .0016; 1-way ANOVA, multiple comparisons test). It was
posttreatment (n = 9; P = .0007), whereas for CXCR4'*"/CD5"sh, possible that AlD-positive cells were more sensitive to the
subset percentages were 10% pre- and 1.13% at week 4 (n = 5; treatment, and therefore preferentially lost in the treated

IBRUTINIB THERAPY DECREASES AID EXPRESSION IN CLL € blood® 9 MAY 2019 | VOLUME 133, NUMBER 19 2061

020z AInr G| uo 3senb Aq Jpd'z629.8P00IA/607E€SS L/9502/6L/EE | 4Pd-B]01E/POOIG/BI0"SUOKEDlgNdYsE//:sdRY Woly papeojumoq



A pre treated Ibrutinib 1 week Ibrutinib 4 weeks
10* 10*
“ 2% 0,8% " B 07% e
10°1
AID expression in |
2 44 J
IgM*/IgG* cells (percentages) 10 i
15 4 N
10"
ns
% 10° T T T 10° T T T 10° T T T
- b 10° Yo' 10® po* 10t 10° \1o' 10®> fio* 10* 10% 10" 10* j0° 10*
g gG FITC L4g lgG FITC Lgg CD5FITC Lgg
B ° >
s 1o E \ \ \
= ° 3922 4000 4650
®
o 2941 4 \J 3645 \ 3487 4 \
i%] 4% i%] 1% 2 0.5%
° ® S 1961 - — | S 2430 - —— | S 2325 - —
0 w o o o
T T T — (] (8] o
PRE Wk 1 Wk 4 S 900 1215 1162 4
=
- 0 . 0 — 0 .
10° 10’ 10° 10’ 10° 10
>
AID
B pre treated Ibrutinib 1 week Ibrutinib 4 weeks
10* 10* 10" T2
R2 R2
[=2] > {=2]
S 10° S 2 10° T
P I high g g e
AID expression in CXCR4°%/CD5"9 =< 40?2 A < < 102 N
< < <
cells (percentages) § . - § meved é 10" - L moved
20 —|** < © 10 5% (&) to 5% (&) to 5%
7 * [a 5
2 10° —— 10° —f— 10 — T
15 ° e 10° \10" {o* 10® 10* 10° \10" 10* 10° 10* 10°\10" |10° 10°® 10*
= CD5 HITC Log CD5 FITC Log CD5[FITC Log
3 >
£ 104 ° D5 \ \ \
= 243 213 195
5 182 x v 16% 159 4 Al 9.7% 145 A 1.6%
® g —_— ‘g —_— ..g —_—
. L - 5 1214 5 106 5 97
T T hd =2 (&) (&) o
PRE Wk 1 Wk 4 ] 60 1 53 1 48
i
0 T O T O T
10° 10’ 10° 10’ 10° 10’
>
AID
C AID expression (MFI) in D AID expression (MFI) in
IgM*/ IgG* cells CXCR4'°%/CD5"9h cells
re-tr Ibrutinib 1 week  Ibrutinib 4 weeks Pre-treated Ibrutinib 1 week  lbrutinib 4 weeks
e-treate
10* ‘1 10° g 10* g 10* g 10° g
A 3 oF QF A
10° 1 10° 1 10° 1 10° 10° 3 10° 3
107 10% 1 102 < | 10 107 1 102
= 3 S
=21 10" 9§ 10" 3 10" =S| 0 10" 1 10’
- PF
10° L B B B 10° L B B B 10° L B L B 10° Lo B Il B 10° L B L B AL 10° Lot B B B
10° 10" 10% 10° 10*  10° 10" 10% 10° 10*  10° 10' 10® 10° 10* 10° 10' 10% 10° 10*  10° 10" 10% 10° 10*  10° 10" 10% 10° 10*
> >
IgG (5]
50 __16 80 10
A — Ibru4 Wk o x ony, A — lbru4 Wk o N %
40 — lbru 1 Wk = 12 Y96, 0 — lbru 1 Wk = 4’4@/05‘
20 — Pre-treated g — Pre-treated g B
- -- QF § o« | 40 - QF g 6
= | 20 s 8 = =
: : fs =
“ 10 o 20 !
= 4 =
0 T T T T O 2 T T T T
10° 10" 10 10°  10° QF Pre  Wk1  Wk4 10° 10" 10> 10° 10* QF Pre  Wk1  Wké
> >
AID AID

Figure 3. Analysis of AID expression in B cells from ibrutinib-treated patients with CLL. PBMC samples from patients with CLL before and after 1 and 4 weeks of ibrutinib
in vivo therapy were studied by flow cytometry to measure intracellular AID protein. Leukemic cells were discriminated by gating lymphocytes and by labeling CD19 plus CD5.
Expression of AID as percentage of positive cells in the proliferative CD19+/IgM*/IgG* subset compared with IgM*/IgG- quiescent cells or from proliferative CD19*/CD5"s"/
CXCR4o" vs CD19+/CD5°"/CXCR4"9h quiescent cells for treatment at 3 times. (A) Results for the IgM*/IgG* subset in the whole group of patients evaluated (left graphic) and 1
representative cytometry data (right graphic). The corresponding median values were 7.2% pre- and 2.5% at week 4 posttreatment (mean difference, 4.7%; 95% Cl, 2.3-7.2;
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samples. If this were the case, AID might not be decreased in the
leukemic cells, but instead, CLL cells expressing AID might die
after ibrutinib treatment. To test this hypothesis, we quantified
AID protein levels in the QF of patients with CLL (n = 30) and in
CXCR4'>“CD5hs" and IgM*/IgG™* PFs of treated samples (n = 10),
using mean fluorescence intensities (MFls) before and during
ibrutinib therapy. Our results showed that AID MFI levels are
significantly decreased in these subsets after ibrutinib treatment.
The mean of cells expressing AID in IgM*/IgG* PF at pre-
treatment was 9.7 MFI vs 6.0 MFI at week 4 (mean differences,
3.7,95%Cl, 1.4-6.0; P = .0004; n = 10). For CXCR4'°»CD5hi¢ PF,
pretreatment was 7.0 MFI 4.5 MFI for week 4 (mean differences,
2.4, 95% Cl, 1.0-3.7; P = .0004; n = 5; 1-way ANOVA, multiple
comparisons test). These data confirm that downregulation of
AID cannot be solely explained by the disappearance of AID-
positive CLL cells (Figure 3A-B), but most likely by a decrease of
AID expression on individual CLL cells evidenced by MFI dif-
ferences (Figure 3C-D). Altogether, our results show that AID
expression is decreased in the IgM*/IgG* and CXCR4'*w/CD5hish
subsets within the leukemic clone after ibrutinib therapy.

AID downregulation in CLL cells by ibrutinib is
associated with dephosphorylation of the
transcription factor STAT6

Compagno et al reported that inhibition of BTK by ibrutinib
increased AID expression in vitro in human lymphoma and
leukemia cell lines,?® which was different from our results using
primary CLL cells from patients treated with ibrutinib. Because
different technical approaches (flow cytometry and immunoblot)
were used in each laboratory and to corroborate our findings, we
first evaluated AID expression in the MEC-1 CLL cell line by both
techniques. Our results using immunoblot confirm those pre-
viously obtained by Compagno et al, showing upregulation of
AID after incubation with ibrutinib and idelalisib in MEC-1 cells,
which additionally allowed us to further validate the flow cytometry
technique that we used to asses AID expression (Figure 4A). We
then used the same strategy to analyze patient-derived CLL cell
cultures. PBMC from 5 different patients with CLL were incubated
with ibrutinib at 0.3 and 1 wM for 24 and 48 hours, and AID ex-
pression was evaluated by gPCR and immunoblot. Despite the fact
that ibrutinib increased AID protein levels in MEC-1 cells, no dif-
ferences in AID expression were noted in primary CLL cell cultured
with ibrutinib. As depicted in Figure 4B, no differences of AID
expression were detected when comparing control samples with
those incubated with ibrutinib. As positive controls, we used
samples from primary CLL cells cultured with CD40L*IL4 as
stimuli, or MEC-1 cells incubated with different concentrations of
ibrutinib, both of which induced AID expression. Two repre-
sentative patients of this experiment are shown (Figure 4A-B).

Taking into account that different proliferation rates exist be-
tween MEC-1 cell line and CLL cells from PB, and knowing that
a direct correlation exists between AID and proliferation,>* we
investigated the profile of AID expression in primary CLL sam-
ples stimulated with CD40L*IL-4 and subsequently incubated
with ibrutinib. Our results show a significant decrease of pro-
liferation in the leukemic clone activated with CD40L*IL-4*
ibrutinib, whereas CLL cell survival appears to be not affected
(Figure 4C, upper panels). Interestingly, proliferation decrease is
accompanied by downregulation of AID at mRNA and protein
levels (Figure 4C, lower panels). Concerning the MEC-1 cell line,
our results shown that proliferation is not significantly affected by
ibrutinib at 24, 48, 72, or 96 hours (Figure 4A, lower panel),
whereas AID protein is increased, as it has been previously
demonstrated by Compagno et al?® (Figure 4A,D).

IL-4 is a common origin of the 2 pathways (PI3K/AKT and JAK1)
that appear to be modulated by ibrutinib in the PF CXCR4'>"/
CD5hieh 3355 After IL-4 stimulation, cytoplasmic STAT6 monomers
are phosphorylated by JAK1 and JAK3,%**” and the homodimers
translocated to the nucleus®*® with the consequent AID
expression.”' To further investigate the role of ibrutinib and its
effect on AID expression in proliferative CLL cells, we evaluated
the phosphorylation status of the transcription factor STAT6 and
AID expression in in vitro experiments after CD40L*IL-4 activa-
tion. Our results show that phosphorylation of STAT6 is di-
minished after in vitro activation of CD40L*IL-4 of CLL cells
incubated with ibrutinib, and that dephosphorylation of Tyré641 is
associated with decreased AID expression (Figure 4D). Interest-
ingly, the MEC-1 cell line appears to be unable to phosphorylate
Tyré41 of STATé after ibrutinib, independent of its expression
(Figure 4D). Altogether, our results suggest that IL-4/JAK1/STAT6
could be the axis responsible for ibrutinib AID-downregulation in
the leukemic clone, and that different regulation mechanisms
could account for AID expression between MEC-1 cell line and
CLL cells.

Discussion

CLL treatment has rapidly evolved over the last few years be-
cause of the increased availability and use of novel agents that
target BCR signaling and other microenvironment-derived signals.2
Specifically, kinase inhibitors targeting the BCR-related kinases
BTK and PI3K3, ibrutinib and idelalisib, are increasingly replacing
chemotherapy-based treatment in patients with CLL.2%? The key
mechanism of action of these agents is to disrupt cross-talk be-
tween CLL cells and their supportive tissue microenvironment,
which promote CLL cell survival and proliferation.¢*¢' One of the
consequences of CLL cell microenvironment interactions is in-
creased expression of the mutagenic enzyme AID in CLL cells,>42

Figure 3 (continued) P = .0007, 1-way ANOVA, multiple comparisons test). Nonsignificant differences were found between pre- and 1 week posttreatment samples (P = .810). Right
panel shows representative dot plots of the gates constructed to select the subsets and from where the histograms of AID expression were obtained. PF and QF are depicted in
green and red, respectively. (B) Results for the CXCR4 low/CD5 high fraction in the whole group of patients evaluated (left graphic) and 1 representative cytometry data (right
graphic). Significant differences were found comparing pr-treatment mean (10%) vs mean posttreatment at week 1, 4.5%; (mean difference, 5.68%; 95% Cl, 0.91-10.45; P = .278)
and vs week 3, 1.13% (mean difference, 9.5%; 95% Cl, 4.3%-13.8%; P = .0016 by 1-way ANOVA, multiple comparisons test). PF and QF are depicted in green and red, respectively.
(C-D) MFI AID expression on the quiescent and proliferative subsets CD19*IgM*IgG* compared with IgM*/IgG- quiescent cells or from proliferative CD19*/CD5"s"/CXCR4*" vs
CD19+/CD5'*"/CXCR4Ms" quiescent cells, at the points indicated. Intracellular staining of AID as MFI was evaluated. Shown are representative dot plots and gate criteria (higher
graphics), as well as AID histograms of cytometric MFI shifts with treatment (lower left graphic) for a single patient. The statistics of the whole cohort evaluated are shown in the
lowerright graphics. The mean of cells expressing AID in IgM*/IgG* PF at pretreatment was 9.7 MFI vs 6.0 MFl at week 4 (mean differences, 3.7; 95% Cl, 1.4-6.0; P = .0004; n = 10).
For CXCR4"CD5"sh PF pretreatment, 7.0 MFl vs 4.5 at week 4 MFI (mean differences, 2.4; 95% Cl, 1.0-3.7; P = .0004; n = 5). One-way ANOVA with Tukey's multiple comparisons

test was used in all cases (***P < .0005).
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Figure 4. Analysis of AID expression in CLL cells treated in vitro with ibrutinib. (A) MEC-1 cell line was cultured in the presence of ibrutinib at 0.1 and 1 wM for 24 and
48 hours, or in DMSO as control. AID expression at the protein level was evaluated by immunoblotting and flow cytometry techniques. Shown are representative immunoblots
(upper graphic) and mean fluorescence cytometry histograms (lower panels), where increasing AID levels are detected for all treated conditions. Proliferation measured by Ki-67
expression was performed at baseline and after 24 and 48 hours of ibrutinib treatment (right graphic). (B) PB CLL cells were incubated in the presence of ibrutinib at 0.3 and 1 uM.
DMSO was used as basal control, and CD40L*IL-4 stimulation to induce AID expression was used as positive control (n = 5). AICDA mRNA and protein expression was evaluated
at 24 and 48 hours, as indicated in the x-axis. Shown are the results from the whole cohort of patients studied by quantitative gPCR (left graphic) and the immunoblot obtained
when studying the 2 patients colored in red and blue (right graphic). AID increase was detected only in the CD40L*IL-4 activated condition for both mRNA and protein
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Figure 4. (continued) determinations. (C) PBMC from 5 patients with CLL were incubated with CD40*IL-4 or CD40*|L-4*ibrutinib 1 wM, and then cultured for 5 days. Proliferation
was evaluated by Ki-67 expression, and viability of cells was analyzed by propidium iodide as a life/death marker (upper graphics). As previously described by Slinger et al
maximum inhibition of proliferation was achieved after 24 hours. AICDA mRNA levels and AID protein were tested by gPCR and immunoblotting, respectively, at the different
times and conditions (lower graphics). Significance was calculated comparing stimulated condition (CD40*IL-4) with stimulated condition + ibrutinib by 2-tailed, paired t-test
(*P < .05; **P < .01). (D) PBMC from 3 patients with CLL were incubated in the presence of CD40L*IL-4 in the same conditions as mentioned here. Samples without treatment
(RPMI+FBS 10%+DMSO -ctrol-), samples treated with CD40L*IL-4 and samples treated with CD40L"IL-471 pM of ibrutinib were tested. Glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase (load control); AID; STAT6 and p-STAT& ¢4 proteins expression were evaluated at day 5. Immunoblots depict the effect of ibrutinib on AID expression and STAT6
phosphorylation. Whereas AID and p-STAT6 ™! decrease during ibrutinib treatment, the nonphosphorylated form of STAT-6 remains unchanged. The same proteins were
analyzed in the MEC-1 cell line after incubation with ibrutinib (ibru) or DMSO as control (Ctrol). As depicted, p-STAT6 ¢! was undetectable in neither condition, whereas the
nonphosphorylated STAT-6 form remains unchanged. As previously described,?® AID expression increased when MEC1 cells are cultured in presence of ibrutinib.

which remains restricted to the PFs of the leukemic clone.**42 Our
results confirm these data at protein level in CLL, showing that AID
expression in peripheral blood of pretreated patients is either
undetectable or only detected in a very low proportion (up to 2%)
of the entire leukemic clone. In contrast, AID expression is readily
detectable in a relatively large proportion of the CLL PFs defined
as IgM*/IgG* fraction (4%-10%) or CXCR4'*v/CD5Ms" subset
(12%-28%).

An intriguing set of recent preclinical data suggested that
ibrutinib and idelalisib can increase AID expression in vitro.?®
This observation had not been tested in human patients. Here,
we analyzed serial CLL samples from patients receiving ibrutinib,
finding that this therapy substantially reduced, rather than in-
creased, AID expression in the PFs. Because we have to rely on
flow cytometry to detect AID protein in the small PFs in patients
with CLL, we validated our findings in vitro by AID immuno-
blotting detection using MEC-1 and primary CLL cells, treated
with ibrutinib, or activated with CD40L/IL-4. In vitro treatment
of MEC-1 cells with ibrutinib resulted in an increase in AID
expression, as previously described.?® However, we were unable
to detect AID upregulation by immunoblot or flow cytometry
afteribrutinib treatment in primary CLL cell samples, despite AID
being readily induced by CD40/IL4 stimulation. We cannot
exclude the possibility of minimal changes in AID expression by
ibrutinib below the detection level of our methods. To explore
this, we performed quantitative PCR analyses evaluating AID
expression changes in CLL cells expressing or not AICDA
mRNA at baseline and treated or not with ibrutinib. gPCR data
confirm that, in all cases, AICDA mRNA levels were not in-
creased after ibrutinib treatment. Collectively, these results
demonstrate that in primary CLL cells, AICDA mRNA and
protein levels are not increased by ibrutinib treatment in vitro
or in vivo and, on the contrary, are decreased in the PFs in
ibrutinib-treated patients.

Ibrutinib also decreases CLL cell proliferation in vitro®24* and
in vivo.?” Accordingly, in this study, we demonstrate that ibrutinib
therapy significantly decreases CLL PFs after 1 month of treat-
ment, corroborating previous data from Herman et al.32 Knowing

IBRUTINIB THERAPY DECREASES AID EXPRESSION IN CLL

that proliferative differences should go hand in hand with mo-
lecular changes at the transcriptional and posttranscriptional
levels, we interrogated the phosphorylation status of the PF
CXCR4'ew/CD5hish before and during ibrutinib treatment, fo-
cusing on the phosphorylation profile of AKT/PKB pathway. Our
results uncover changes in p53 phosphorylation in the PF during
treatment. Considering the importance of the TP53 gene function
in the progression and refractoriness of CLL, this could be an
interesting observation suggesting the relevance of post-
translational modifications of p53 in CLL after ibrutinib treat-
ment. Furthermore, phospho-array analysis also shows that in
the PF, the AKT1 and JAK1 proteins become dephosphory-
lated after treatment. The phosphorylated forms pAKT-Thr308
and pJAK1-Ty1022/Tyr1023 gre hallmarks of the PI3K/AKT and JAK1
pathway activation, respectively.?®41¢> These observations sug-
gest a role for ibrutinib in the regulation of these 2 pathways
in vivo and support our previous work postulating a key role of
PI3K/AKT pathway in the generation and/or maintenance of the
CLL IgM*/IgG* PF.2" PI3K/AKT and JAK1 pathways are important
drivers of cell proliferation and cell survival, most notably in cells
that are responding to growth-factor-receptor engagement in
tumor microenvironments.®>% Interestingly, a common activation
stimulus of these 2 axes is IL-4, which in synergism with CD40L are
responsible to promote B-cell proliferation and activation of CSR
to 19G4 and IgE immunoglobulins.>3%” The signal transduction
used by IL-4 to activate B cells involves tyrosine phosphorylation
of the IL-4 receptor and JAK1 and STATé proteins.®® [L-4 stim-
ulation induces phosphorylation and nuclear translocation of the
transcription factor STAT6, which in turn binds the 5’ upstream
region of AID gene inducing optimal AID expression.>' Our
results show that in CLL cells, phosphorylation of STATé is as-
sociated with AID expression after CD40L"IL-4 activation and
suggest that the signaling IL-4/JAK/STAT could be involved in
the origin of PFs and AID expression in the leukemic clone. In
CLL, activated IL-4 pathway is a key microenvironment signal
associated with disease progression that was recently proposed
as an indirect target of ibrutinib therapy.¢””! Supporting this
notion are recent data from Landau et al, who analyzed CLL
transcriptome changes during ibrutinib treatment. Their results
demonstrate downregulation of the JAK/STAT pathway, as well
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as different cytokines such as IL-4, IL-6, and IL-10.72 Altogether,
these results suggest that reduction of both AID expression and
PFs after ibrutinib treatment could have a common mechanistic
basis, associated with changes in the phosphorylation status of
IL4/JAK/STAT and AKT/PKB pathway.

Compagno et al reported that PI3K3 inhibitors enhanced AID
expression and AID off-target sites in CLL and mantle cell
lymphoma cell lines.?® This work also described that patients
with CLL treated with idelalisib showed increased somatic
hypermutation in AID off-target genes. Interestingly, this was
not the case for patient samples treated with ibrutinib (see
Figure 4D in Stacchini et al®%). Our work sheds some light on this
difference by showing that, unlike what occurs in the MEC-1 cell
line incubated with ibrutinib or with PI3K& inhibitors, in CLL
cells analyzed either freshly from treated patients or after in-
cubation with ibrutinib ex vivo, AID expression is in fact
downregulated. Taking into account our results, this disparity
could be explained by the fact that different activation path-
ways are involved in the regulation of AID expression. In CLL
cells, ibrutinib appears to be responsible of AID diminution via
IL-4/JAK/STAT6 pathway, whereas in the MEC-1 cell line, it
does not appear to be the case. Moreover, there seems to be
an additional difference between the effect to ibrutinib and
idelalisib in patients with CLL regarding their ability to induce
AID. This difference suggests that these 2 drugs may also differ
in their potential to cause additional genomic instability, which
should be considered when judging the possible collateral risks
of these therapies. Despite the fact that our results propose that
PFs and AID expression are downmodulated by ibrutinib via
JAK/STATé axis, ibrutinib resistance in CLL has been vastly
documented.”®>7> Thus, additional axes other than AKT/PKB
and JAK/STAT pathways might also be involved during disease
progression in CLL. Finally, our results also suggest that al-
though ibrutinib reduce PFs, it does not appear to seriously
affect the viability of the CLL cells (Figure 4C and published
data of Slinger et al*¥). On the basis of these data, we speculate
that not all CLL cells within PFs undergo cell death during
treatment with ibrutinib, and consequently, surviving subclones
that persist over time can give rise to ibrutinib-refractory clones.
Recent data by Primo et al,’® demonstrating that approxi-
mately 10% of cultured CLL cells still can proliferate in vitro in
the presence of high ibrutinib concentrations, support this
concept.

In summary, we demonstrate that AID expression and CLL
PFs are diminished during ibrutinib therapy, both of which
are desirable outcomes for this leukemia. This work also
emphasizes the importance of the microenvironment signaling

on the regulation of proliferating subsets and AID expression
in CLL.
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Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is an indolent B cell
neoplasm with monoclonal CD5 positive cells that accumu-
late in lymphoid organs (LO) and bone marrow and move
into peripheral blood (PB) (Oppezzo & Dighiero, 2013). A
proliferating pool of cells resides in LO, feeding the accumu-
lation pool in the PB (Palacios et al, 2010; Calissano et al,

© 2018 British Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd
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Lipoprotein lipase (LPL) mRNA expression in chronic lymphocytic leukaemia
(CLL) is associated with an unmutated immunoglobulin profile and poor clinical
outcome. We evaluated the subcellular localization of LPL protein in CLL cells that
did or did not express LPL mRNA. Our results show that LPL protein is differently
located in CLL cells depending on whether it is incorporated from the extracellular
medium in mutated CLL or generated de novo by leukaemic cells of unmutated
patients. The specific quantification of endogenous LPL protein correlates with
mRNA expression levels and mutational IGHV status, suggesting LPL protein as a
possible reliable prognostic marker in CLL.

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukaemia, LPL, prognostic marker,
IGHV profile, flow cytometry.

2011). Signalling from the microenvironment regulates this
proliferative/quiescent dynamics and is probably one of the
major causes of the biological and clinical CLL heterogeneity
(Oppezzo & Dighiero, 2013). While the mutational status of
immunoglobulin heavy chain variable (IGHV) genes is con-
sidered a good prognostic marker in CLL (Parikh et al,
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2016), its heterogeneity justifies further exploration of new
biomarkers that can predict therapy response (Rosenquist
et al, 2013). We described that Unmutated (Um) CLL
patients, usually associated with poor clinical outcome, could
be differentiated from mutated (Mut) ones by expression of
the lipoprotein lipase gene (LPL) (Oppezzo et al, 2005; Vas-
concelos et al, 2005). Since then, multiple evidence has con-
firmed LPL mRNA expression as one of the most robust
molecular markers in CLL (Rombout et al, 2016).

Besides the potential relevance of LPL as a prognostic mar-
ker, there are still unsolved questions regarding the role of the
enzyme it encodes in CLL pathogenesis. Under physiological
conditions the main role of LPL is related to lipid metabolism
and transport. It has been shown that LPL expression confers a
survival advantage to CLL cells (Rozovski et al, 2015),
although other work suggests that LPL is catalytically inactive
in CLL (Mansouri et al, 2010; Porpaczy et al, 2013). A com-
prehensive characterization of this protein inside the tumour
lymphocyte is essential to confirm the different roles of LPL
expression in the leukaemic cloneumour. We hereby analysed
the sub-cellular localization of LPL protein in CLL, comparing
leukaemic cells expressing LPL mRNA (LPL™RNAPOS) o not
(LPL™RNAMeg) © Additionally, our results led us to study
whether measuring LPL protein content by flow cytometry
could become a reliable IGHV surrogate.

We studied the PB of 42 patients with a confirmed CLL
diagnosis. PB mononuclear cells (PBMC) were isolated and
the mutational status and LPL mRNA expression performed
as described (Oppezzo et al, 2005). Clinical and molecular
characterization of the patients is depicted in Supplementary
Table S1. Full details of the methods used are provided in
supplementary data.

CLL cells that expressed LPL mRNA-transcripts
(LPL™RNAPOs) 1 not (LPL™ENAM8) chowed marked differ-
ences in LPL subcellular localization (Fig 1). Whereas the
LPL™RNAPOS oroup showed a perinuclear LPL sub-localiza-
tion (Fig 1A, white arrows), LPL™RNA/<8

from healthy donors, showed lower intensity of LPL staining

patients and B cells

with peripheral localization, (middle and bottom panels,
Fig 1A).

Co-immunostaining of LPL with the endoplasmic reticu-
lum (ER) cisternae marker calnexin (CLX), and LAMPI, as a
marker of late endosomes/lysosomes, showed that LPL was
associated with ER in LPL™RNAPOS co|ls  evidenced by over-
lapping of LPL and CLX signals (Fig 1B, arrows in top pan-
els), whereas small quantities of LPL protein are associated
with LAMP1. In contrast, in LPL™RNA1e8 4 |ocalization of
LPL protein with CLX is barely detected, and the majority of
LPL overlaps with LAMP1 (Fig 1B, bottom panel, white
arrows). These results were validated in six CLL cases of each
group (CLL™NAPS and CLL™™€) and four samples
from healthy donors. Subsequently, these findings were con-
firmed by immuno-electron microscopy, with immunogold
labelling of LPL being mainly observed in cisternae of ER in
three LPL™RNA/Pos samples, whereas in LPL MRNA/neg samples

522

(n = 3) labelling was mainly found in vesicles, (Supplemen-
tary Fig 1A).

The presence of LPL protein inside endosomes of CLL cells
that lack LPL mRNA expression suggests the incorporation of
external protein into tumour cells. To explore this hypothesis,
we incubated CLL cells from both groups of patients for 24 h
in serum-free medium (SFM) or in autologous plasma and
evaluated the presence and localization of LPL. Autologous
plasma incubation seemed to increase the proportion of LPL
positive cells as compared to incubation with SEM (Fig 1C).
After validation of this finding by flow cytometry and fluores-
cent microscopy (Supplementary Fig 1B), we tested the subcel-
lular colocalization of LPL after incubation with autologous
plasma. In the LPL™™NAPoS cells, LPL colocalized with CLX
and LAMP1 (Fig 1D, top panels, white and red arrows, respec-
tively). In LPL™NA/"¢ patients LPL appears to be internalized
and remains excluded from ER being mainly associated with
LAMP1 vesicles (white arrows in Fig 1D, bottom panels).

The incorporation by CLL cells of either human LPL from
plasma or bovine LPL from fetal bovine serum (FBS) repre-
sents a challenge for the development of a reliable prognostic
method because frozen PBMCs, a usual form of preserving
CLL cells, could lead to equivocal results. To overcome this
issue, we optimized concentrations, temperatures and times
of heparin incubation of CLL PBMCs for removal of cell-sur-
face attached LPL (data not shown) and compared this pro-
tocol between fresh and frozen PBMCs from the same
patients. Our results demonstrated that heparin treatment
detaches LPL protein from the CLL cell surface, but endoge-
nous LPL, either in intracellular vesicles of LPL™RNA18 (5eq
or in the ER of LPL ™NAP°S group, remains (Fig 2A, white
arrows in heparin-treated panels, and representative his-
tograms). These results further confirm that external LPL
could be incorporated by CLL cells and show that heparin
treatment is not enough to achieve an accurate LPL measure.

As frozen cells could be a source of unspecific LPL immunos-
taining (Fig 1C) we established the optimal conditions in which
LPL protein detection displayed the best specificity/sensitivity
properties. To this aim we analysed 20 patients, 10 LPL™ NA/e8
and 10 LPL™™NYPos and evaluated different conditions: (i) fro-
zen/thawed PBMC:s; (ii) frozen/thawed PBMCs plus heparin; (iii)
fresh PBMCs; and (iv) fresh PBMCs plus heparin. Supporting
our previous observations, heparin treatment in fresh PBMCs
was the best option to improve cytometric detection of LPL
(Fig 2B, bottom right panel). To confirm these results, LPL pro-
tein and mRNA expression was analysed in 42 CLL cases using
fresh samples. Our results showed that LPL protein measurement
by flow cytometry had an optimal cut-off value of 25% for IGHV
mutational status prediction, achieving a sensitivity of 95.24
(95% confidence interval [CI] 76.18-99.88) and a specificity of
100 (95% CI: 83.89-100). Using this strategy, the only discordant
case was CLL_37 in which LPL expression was 21%. (Fig 2C).

Finally, we explored the potential predictive prognostic
power of LPL protein measurement using time to first treat-
ment (TTFT) as primary endpoint and compared it with

© 2018 British Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd
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Fig 1. Subcellular localization of LPL and internalization from plasma or FBS of this protein in CLL B-cells. (A) Subcellular distribution of LPL
immunoreactivity in relation to cellular membranes. LPL signal shows a different pattern in cells from LPL™NAP patients than in those from
LPL™RNAE patients. A perinuclear membrane localization was found in cells from LPL™ AP patients. Insets show a representative cell with
typical LPL distribution in LpLmRNA/pos 1 py mRNA/neg patients cells and B cells from a representative healthy donor (HD) (white arrows). (B)
Cells from LPL™RNAPOS patients display two different populations of LPL, one localized in the cisternae of the endoplasmic reticulum (ER) -as
shown by calnexin (CLX) staining (arrowheads, upper panels), and the other punctually excluded from the ER of which some coincided with
LAMPI positive vesicles (arrowheads, lower panels). LPL immunomarcation was only located in LAMP1 positive vesicles in cells from LPL™NA
8 patients (white arrows in second panel B). (C) Percentage of LPL positive cells measured by flow cytometry after 24-h culture in serum-free
medium (SFM) or in chronic lymphocytic leukaemia (CLL) plasma (left panel). The number of LPL-positive cells increased when cultured in
CLL plasma (P = 0.031, n = 6, Wilcoxon test, two tailed). Cells cultured in fetal bovine serum (FBS) showed a trend to internalization, but this
did not reach statistical significance. (D) LPL internalization after culturing LPL™™*P°* (upper panels) or LPL™™NA"¢ (Jower panels) cells in
CLL plasma. In LPL™RNAPos 1pT, (top panels), labelling (magenta) is mainly visualized into calnexin-positive zones (Blue), depicted with red

arrows, whereas a small amount of LPL protein was located in LAMP1 (green) positive vesicles (white arrows). In bottom panel, LPL

mRNA/neg

cells display LPL colocalization with LAMP1 positive vesicles (white arrows) but is excluded from calnexin-positive zones. Scale bar B, C: 5 um.

[Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

mutational IGHV status and LPL mRNA expression. Median
TTFT for the evaluated cohort (n = 36) was 25 months in
CLLs displaying Um IGHV genes (P = 0.001), 20 months in
CLLs expressing LPL mRNA (P = 0.005) and 25 months for
CLLs expressing LPL protein, (P = 0.02). Median TTFT was
not reached in Mut CLLs, LPL mRNA/negative and LPL pro-
tein/negative subgroups (Supplementary Fig 2).

This study provides deep insight into the subcellular local-
ization of LPL within different prognostic subgroups of CLL
to gain new perspectives about the functional role of this
protein. We describe for the first time that two different

© 2018 British Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2018, 182, 521-525

origins could account for LPL expression in the leukaemic
clone: (i) an internal source from LPL mRNA transcription
that exists mainly in Um CLL, and (ii) an external source
from plasma or FBS from where LPL appears to be taken up
in Um and Mut cases, being specifically recognized by the
anti-LPL 5D2 monoclonal antibody (mAb), an antibody
originally produced against bovine LPL (Peterson et al,
1992). These findings support and complement previous
results (Heintel et al, 2005) explaining why the expression of
LPL mRNA in leukaemic cells of Um patients does not cor-
relate with a higher expression of LPL protein.
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Fig 2. Different protocol conditions to develop a new methodology for measure endogenous LPL protein in CLL. (A) In situ immunolocalization
of LPL (magenta) shows staining of both untreated LPL™"NA" and LPL™"NAPS (ells (upper panels). A decrease in LPL staining in both sub-
groups is observed after heparin treatment, uncovering a punctate pattern with noticeable differences between LPL in both subgroups (arrow-
heads, lower panels). LPL signal was excluded from membrane structures stained by DiOC16 (green). Flow cytometry analysis of median
fluorescent staining intensities (MFI) reveals an improvement in LPL protein discrimination. Representative density plots depict MFI differences
between anti-LPL labeled cells and its isotype control (delta MFI, right column, log scale). (B) Heparin treatment as previously optimized using
frozen PBMC appears not to be enough to obtain a clear cut-off that correctly discriminate LPL™ ™48 and LPL™NAP°s (P values = 0.34 and
0.03 for frozen/thawed and frozen/thawed plus heparin respectively, n = 20). Freshly collected cells without heparin treatment improve discrimi-
nation of LPL™RNAMeE 4 [ pLmRNAPOS (o]|g (right panel, P = 0.01, n = 20). However best discrimination is obtained with the combination of
both variables (heparin treatment and fresh PBMC), as is depicted in the right panel, (P < 0.0001, n = 20). Each dot represents the percentage of
IgM and LPL positive cells from an individual patient. All these conditions were equally tested using the anti-LPL 5D2 mAb in flow cytometry.
(C) LPL at the mRNA level by qRT-PCR with a threshold of 10 as previously described in (Heintel et al, 2005) discriminated 21/21 Um cases
and 19/21 Mut cases. This threshold was confirmed using the Youden index method. LPL at the mRNA level showed a 100% sensitivity with
90% specificity for the identification of Um cases; and 90% sensitivity with 100% specificity for Mut cases. Endogenous LPL protein levels
assessed by flow cytometry in freshly collected heparin-treated CLL cells in an expanded cohort show significant differences between IgVH Mut
and Um groups (n = 42, P = 0.0001, unpaired t test with Welch’s correction). LPL protein measurement by flow cytometry has an optimal cutoff
value for IgVH mutational status prediction of 25%, as assessed by the Youden index. Mutated cases showed a mean of 14.16% =+ 1.2% LPL pos-
itive cells whereas Um cases a mean of 44.51% =+ 3.1%. The mutational status was accurately predicted in 21/21 (100%) Mut and 20/21 (95%)
Um cases. The overall concordance was 95%, the two discordant cases, CLL 16 and CLL 11, had values of 13.2 and 10.5 respectively, (Supple-
mentary Table 1). [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Secondly, we evaluated whether LPL protein assessment value, the prognostic and clinical value of the here pro-
could serve as a possible prognostic tool in CLL, if the posed methodology should be assessed in a larger prospec-
necessary conditions are set up. To this aim, we first tive cohort.
established the use of fresh CLL cells and heparin surface Finally, our data appear to reinforce the hypothesis that
peeling as optimal conditions for a flow cytometry LPL LPL protein in progressive cases could have a catalytic func-
measurement. Although we show here the feasibility of this tion, providing metabolic survival advantages for the tumour
technology, there are still some technical challenges to be clone. In this case, LPL protein is generated de novo and
solved for its widespread application. Note: (i) staining was appears to be correctly expressed in a classical ER/Golgi-
performed with the 5D2 mAb (Peterson ef al, 1992) and dependent secretory pathway. Conversely, the hypothesis sug-
the performance of commercially available 5D2 mADb gesting that membrane-bound LPL could support prolifera-
remains to be assessedl; (ii) While there was a high con- tion, migration and spread for progressive patients seems
cordance with the immunoglobulin mutational status and unlikely, considering that both Mut and Um patients are able
univariate TTFT analysis indicates some potential clinical to bind or internalize LPL from plasma indiscriminately.

524 © 2018 British Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd
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