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RESUMEN

La leucemia linfoide crénica (LLC) es la mas frecuente de las leucemias entre las poblaciones
adultas de origen caucdsico. Esta patologia se define como un tumor quiescente de células B
CD5", donde solo una pequefia fraccién de las células tumorales es capaz de proliferar en la
médula désea y tejidos linfoides, luego de una activacion por su microambiente. La LLC sigue un
curso sumamente variable, con pacientes que presentan una sobrevida que oscila entre meses y
décadas. La necesidad de distinguir los pacientes que presentan una enfermedad indolente, de
aquellos que van a progresar hacia una forma agresiva de LLC, ha llevado a la busqueda
exhaustiva de marcadores genéticos y/o moleculares que ayuden a predecir la evolucion clinica
de la enfermedad.

La expresion del ARNm de LPL se ha posicionado como el mejor marcador a nivel de ARNm de la
evolucién clinica de la LLC (Kaderi et al. 2011). Sin embargo, y a pesar de su importancia en la
prediccidn evolutiva en esta leucemia, no se conocia el origen de su expresién andmala en el
linfocito B leucémico. En una primera parte de este trabajo de tesis se investigd y describié que la
desmetilacion del promotor génico de LPL es la responsable de la expresién andmala de este gen
en pacientes con una LLC de mala evolucidon clinica. Por otra parte, nuestro trabajo demuestra
gue la expresion de LPL puede ser inducida por sefiales especificas del microambiente tumoral
como ser CD40L/IL-4 y anti-IgM, logrando estimular la proliferacidon del clon leucémico. Esta
primera parte de la tesis logra demostrar por primera vez una asociacién directa entre un perfil
de metilacion diferencial, la expresion de LPL y la proliferacién del clon leucémico.

Evidencias recientes sugieren que el didlogo de las células leucémicas con células accesorias en
microambientes especializados, favorece la progresidon de la enfermedad y la refractoriedad al
tratamiento a través del mantenimiento las células B proliferante (Ghia et al., 2008). En este
sentido, nuestro grupo describid una sub-poblacién proliferante del clon tumoral que sobre-
expresa la enzima AID, moléculas asociadas a proliferacion y anti-apoptosis y que fue
correlacionada con una menor sobrevida y refractoriedad al tratamiento (Palacios et al. 2010). En
busca de nuevos marcadores de agresividad en la LLC estudiamos el perfil de metilacion global de
esta poblacidn y su contraparte quiescente, encontrando a los genes GIMAP1, GIMAPS5, MYO1G,
PRKCH y STARD10 sobre-expresados en la poblacién proliferante y mostrando una correlacion
positiva entre desmetilacidon y transcripcion. Proseguimos la busqueda de moléculas
caracteristicas de estas poblaciones analizando sus perfiles protedmicos, identificando 14
proteinas diferencialmente expresadas en ambas poblaciones. Estas moléculas expresadas
diferencialmente en la poblacion proliferante leucémica podrian ser relevantes en estudios
posteriores para una aplicacidon posible en el uso prondstico o terapéutico de la enfermedad.



1 INTRODUCCION GENERAL

1.1.0 La Leucemia Linfoide Crodnica

1.1.1 Generalidades

La leucemia linfoide crénica (LLC) es una neoplasia humana caracterizada por la acumulacién
progresiva de linfocitos B clonales pequefios CD5+ en sangre periférica (SP) y drganos linfoides
secundarios. En esta enfermedad la vida de las células B se ve prolongada por un defecto en la
apoptosis celular. Sin embargo, trabajos relativamente recientes en el area molecular
demuestran que la LLC no solo es una enfermedad acumulativa de linfocitos B quiescentes sino
también una leucemia en la que existen linfocitos tumorales con una alta capacidad proliferante
(Chiorazzi 2007). Esta poblaciéon que se duplica activamente representa entre el 0.1-1% de la
poblacién tumoral en la LLC y ha sido correlacionado positivamente con una forma mas agresiva

de la enfermedad (Messmer et al. 2005; Palacios et al. 2010).

Una de las principales caracteristicas de esta leucemia es la heterogeneidad clinica sintomatica,
en donde pueden observarse tres tipos de comportamientos: a) pacientes que nunca requieren
tratamiento, b) pacientes que inician con una enfermedad indolente y evolucionan hacia una
progresiva y c) pacientes que se inician con una forma agresiva de la leucemia, necesitando
terapia de forma inmediata (Dighiero 2005). Dentro del segundo y tercer grupo nos encontramos
con pacientes que responden a las terapias actuales y otros que son refractarios a las mismas, por
lo que al presente la LLC es considerada una enfermedad heterogénea y en muchos casos

incurable.



1.1.2 Epidemiologia de LLC

La incidencia de esta enfermedad puede variar con la edad y con el sexo, siendo mayor en
hombres que en mujeres (relacidén 2:1). En paises occidentales se estima que la incidencia oscila
entre 4,1 - 6,5 casos por cada 100.000 habitantes por afio. En particular, datos provistos por la
agencia nacional de investigacion de Estados Unidos ("National Cancer Research, Survilliance
Epidemilology and End Results") muestran que para el periodo 2006-2010 la incidencia fue de 4,3
por cada 100.000 al afio (Howlader et al. 2013). A su vez, se observa que los americanos blancos
presentan una incidencia ligeramente superior que los afro-americanos (Weiss 1979). Los valores
observados en Estados Unidos son similares a los observados en Inglaterra, sin embargo en paises
asiaticos la incidencia es casi cinco veces menor en comparacion con los paises occidentales
(Tamura et al. 2001). A pesar de estas observaciones, no existen evidencias consistentes capaces
de relacionar la predisposicion a la enfermedad con el medioambiente (Dighiero G, Hamblin

2008).

Estudios recientes realizados en Uruguay muestran que a semejanza del resto de Europa
occidental la incidencia de la LLC es de 5,3 por cada 100.000 habitantes por afio (Moro et al.
2009). La edad media para el diagndstico varia entre 70 afios para el hombre y 74 para la mujer
en un rango de entre 35 a 90 afios, mientras que la edad media de muerte es de 76 y 81 afios

respectivamente.

1.1.3 Diagnéstico y clasificacion anatomo-clinica de la LLC

1.1.3.1 Diagndstico de la LLC
La mayoria de los pacientes con LLC se diagnostican en ausencia de sintomatologia a causa de un
hemograma de rutina. El diagndstico se realiza tomando en cuenta el recuento linfocitario en
sangre periférica (SP) y el estudio del inmunofenotipo. El diagndstico clinico de LLC se define por:
1- una linfocitosis absoluta de al menos 5x10°/L (5000/pl de sangre) de linfocitos maduros en

sangre; 2-un inmunofenotipo caracteristico del linfocito B. En la LLC, la célula B presenta un
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patréon diferencial de moléculas especificas que permiten su diferenciaciéon de otros tipos de

linfomas (Figura 1).
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Figura 1. Diagnéstico diferencial de linfocitosis CD19+ (Dighiero & Hamblin, 2008)

En cuanto al inmunofenotipo de las células de LLC, es importante destacar que estas células co-
expresan el antigeno (Ag) de células T CD5 y el Ag de superficie de las células B CD19, CD20 y
CD23. Los niveles de CD20, CD79b e inmunoglobulinas de membrana (lgs), son particularmente
bajos comparados con aquellos encontrados en células B de donante sanos (Ginaldi et al. 1998;

Moreau et al. 1997).

1.1.3.2 Clasificacion anatomo-clinica de la LLC
A mediados de los afios 70 Rai y col. proponen una clasificacién con 5 estadios (0, I, II, Il y IV) (Rai

et al. 1975), que luego fue modificada para reducir el nimero de estadios de 5 a 3 (Rai 1987).

La clasificacion 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 Ill o

IV de Rai).

Afios mas tarde Binet y col. realizaron otra clasificacién anatomo-clinica de pacientes con LLC que
permitid 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 evaluaciéon de la linfocitosis, tamafio de los nddulos
linfaticos, deteccién de organomegalia y presencia o ausencia de anemia o trombocitopenia. La
clasificacion de Binet y Rai estd directamente relacionada con la sobrevida de los pacientes,
siendo aquellos con estadio Binet A o Rai 0 los que presentan una sobrevida media de mas de 10
anos. Los pacientes con estadio Binet B o Rai I/ll presentan una sobrevida media de entre 5a 7
anos, mientras que los que presentan una menor sobrevida, de aproximadamente 3 afios son los

de estadio Binet C o Rai I11/1V (Hamblin, 2007).

Al dia de hoy ambas clasificaciones son usadas indistintamente en la estratificacidn clinica de la
LLC. Las dos procuran un sistema sumamente simple, que requiere test de laboratorios sencillos y

gue permiten tanto el disefio de estudios clinicos como de estrategias terapéuticas racionales.

1.1.4 Marcadores prondstico en la LLC

Al presente, ni la clasificacion de Rai, ni la de Binet, permiten pronosticar con una certeza
razonable la evolucidén de los pacientes, sobre todo de aquellos que se incluyen en los estadios
iniciales de la enfermedad donde el tratamiento podria ser mas efectivo (Dighiero 2003). Esto

lleva a la necesidad imperiosa de obtener marcadores de progresion en esta leucemia.

Los mayores avances en lo que respecta a la prediccidon del proceso evolutivo de la enfermedad,
fueron realizados en la década de 1990 donde gracias al desarrollo tecnolégico en el drea de la

biologia molecular se empieza a conocer en mas detalle la biologia de esta leucemia.

Una de los grandes avances en este campo comienza con el trabajo de Schroeder y Dighiero en
1994 (Schroeder & Dighiero 1994) sugiriendo que la LLC es una enfermedad heterogénea en
donde el proceso tumoral puede originarse ya sea en linfocitos B memoria o linfocitos B virgenes.
En este trabajo se muestra que por lo menos el 50% de los pacientes expresaban los genes
variables de sus Igs en forma mutada, mientras que el resto presentan los genes V4 en
configuracion germinal. Afios después este concepto de heterogeneidad molecular en la LLC es

reafirmada con los trabajos de Hamblin y col. (Hamblin et al. 1999) y Damle y col. (Damle et al.



1999). Ambos trabajos demuestran que el perfil mutacional de los genes Vy, del clon tumoral en la
LLC surge como el principal método prondstico en esta leucemia. A partir de entonces es
reconocido a nivel clinico que aquellos pacientes con genes Vi mutados (Mut), tienen un mejor
prondstico que los pacientes en los cuales el clon leucémico muestra un gen V4 en su

configuracion germinal, no mutado (NM).

Los pacientes de LLC Mut fueron originalmente definidos como aquellos que tienen menos del
98% de identidad nucleotidica con respecto a la linea germinal de los genes V. A pesar de que
otros puntos de corte, como 94% o 95% de identidad fueron propuestos durante varios afios, hoy
en dia la mayoria de las publicaciones han establecido que el mejor punto de corte para

discriminar el curso clinico del paciente es 98% (Hamblin et al. 2008).

Es importante destacar que el clon tumoral presenta un uUnico tipo de rearreglo de las cadenas
IGH-VDJ que daran lugar a las Igs de membrana de los linfocitos B tumorales. Sin bien existe un
clon tumoral predominante, estudios recientes empleando la tecnologia de secuenciado masivo
han permitido evidenciar la presencia de mds de un clon tumoral en pacientes de LLC,
introduciendo el concepto de oligoclonalidad en esta leucemia (Niklas et al. 2014). Se ha
determinado que la presencia o ausencia de hipermutacién somatica (HMS) se encuentra
asociada con el uso de determinados segmentos génicos. Pacientes con un rearreglo IGHV1-69 en
general presentan un perfil NM, mientras que la mayoria de los pacientes que presentan un
rearreglo de la familia IGHV3, tienen un perfil Mut. Al igual que los pacientes de LLC de Europa,
Norteamérica y Asia, en Argentina (Stanganelli et al. 2013) y en Uruguay (Bianchi et al. 2010) se
ha observado que existe un sesgo en el uso del segmento génico de la familia de /IGH-VDJ. Los
rearreglos de IGHV mas frecuentes en los pacientes uruguayos de LLC se parecen mas a los
europeos del mediterrdaneo que a los Brasileros. Posiblemente eso se deba a que mas del 80% de
los Uruguayos y Argentinos presentan ancestros de origen Europeo mientras que en los Brasileros
este porcentaje es mucho menor y existe una mayor ascendencia de origen Africano. Esto sugiere
gue las influencias genéticas podrian ser importantes en el desarrollo de la etiopatogénesis de la

LLC, (Bianchi et al. 2010).



En los afios subsiguientes al descubrimiento de genes Vy Mut o NM, numerosos marcadores
moleculares han sido propuestos con el objetivo de reemplazar al estudio del perfil mutacional de
los genes Vy, cuya principal desventaja es la dificil aplicacidén en la rutina hospitalaria. De acuerdo
a Moreno y Montserrat (Montserrat & Moreno 2008) los marcadores prondsticos se pueden

dividir en dos grandes grupos: los clasicos, y los bioldgicos.

Los marcadores prondstico clasicos son: 1- la estratificacion clinica (Clasificacion Binet - Rai),
2- recuento linfocitario, 3- morfologia de linfocitos de SP, 4- tiempo de duplicacion linfocitaria y

5- grado de infiltracion en médula.

Tanto el recuento de linfocitos como la morfologia de los mismos son estudiados durante el
diagnéstico para la clasificacion de estadio Binet o Rai. Mientras que el tiempo de duplicacion
linfocitaria ("Lymphocyte Doubling Time", LDT) estd definido como el nimero de meses que le
lleva a los linfocitos doblar su nimero absoluto. Lo que quiere decir que si el valor de LDT es bajo,
en poco tiempo los linfocitos se duplican, por esta razén es que pacientes que presentan un LDT

menor a 6 meses se los asocia con una alta proliferacion y una enfermedad mas agresiva.

Por otro lado, el grado de infiltracion medular se determina mediante histologia de la médula
Osea (Binet 1999; Montserrat 2002). Cuando hay una infiltracion medular difusa se ha observado
una supervivencia entre 2 a 4 afios, mientras que en los casos con un patrén no difuso (nodular,
intersticial, mixto), esta ha variado de 8 a 11 anos. El patron difuso generalmente se correlaciona
con un estadio clinico avanzado y cuando se observa en un estadio clinico precoz, se considera un

indicador de rédpida progresién (Catovsky & Murphy 1995).

Los marcadores prondsticos bioldgicos se pueden subdividir en tres grandes grupos: 1-
marcadores genéticos (perfil mutacional de los genes VH, aberraciones cromosémicas y
mutaciones en genes especificos), 2- expresion andmala de genes en linfocitos leucémicos (a

nivel de proteinas, ARNm, y microARNs) y 3- proteinas presentes en el suero



1-Marcadores pronodsticos genéticos

A pesar de que varios trabajos sugieren que la LLC podria tener un componente genético
importante, la naturaleza de esta predisposicion no ha sido aun bien dilucidada. Dado que
ninguna de las aberraciones cromosémicas descritas se observa en todos los pacientes de LLC, es
dificil proponer la presencia de alguna anomalia especifica en esta leucemia asi como que alguna
de ellas sea el evento inicial en la transformacion maligna. Sin embargo, trabajos de Déhner y col.
demuestran la presencia de aberraciones cromosémicas en un 82% de las LLC estudiadas,
sugiriendo la importancia de las mismas en la enfermedad (Déhner et al. 2000). Diferentes
estudios han encontrado asociacidn entre rearreglos estructurales y/o cariotipos complejos con
progresion de la enfermedad, menor sobrevida libre de tratamiento e inclusive escasa respuesta

a la quimioterapia (D6hner et al. 2000).

La delecidn 13914 ha sido identificada en un 55% de los pacientes, la trisomia 12 en un 18%, la
delecion 11922-23 en un 16%, mientras que la delecién menos frecuente es la 17p13,

encontrandose solo en un 7% de los pacientes.

La delecién 13q se encuentra a menudo en pacientes Mut y de buen prondstico, estando
directamente relacionada a la expresién del gen BCL-2 (Hallek et al, 2008). Trabajos del grupo de
Croce han demostrado que la ausencia de este fragmento de ADN frecuentemente conlleva a la
falta de expresion de los microARNs 15a y 16-1. La delecidon 13q y ausencia de estos microRNAs
hace que se sobre exprese la proteina Bcl2 impidiendo la muerte del clon leucémico (Calin et al.

2004; Cimmino et al. 2005).

En lo que respecta a la trisomia del cromosoma 12 (tri 12) no se ha encontrado un efecto directo
sobre ningun gen. Sin embargo, comparaciones entre pacientes de LLC sin anomalias genéticas y
portando la tri 12, demuestran una menor sobrevida y peor evoluciéon en estos ultimos casos
(D6hner et al. 2000). Recientemente, se ha observado que mutaciones en NOTCH1 (neurogenic
locus notch homolog protein 1) aparecen con alta frecuencia en pacientes con tri 12,
especialmente en los que presentan mal prondstico (IGHV NM y/o ZAP-70%) (Balatti et al. 2012),

estos pacientes presentan una menor sobrevida global que esta asociada a una mayor resistencia
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a la muerte celular del linfocito leucémico (Balatti et al. 2012; Fabbri et al. 2011; Puente et al.

2011).
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Por su parte, pacientes con las delecion 11g22-23 afectando genes como ATM (Ataxia
telangiectasia), RDX (Radixin) y BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat Containing 3) y la delecién 17p
afectando genes como TP53, presentan indefectiblemente una evolucion clinica desfavorable
(Stilgenbauer et al. 2002). Estos pacientes son en general NM, lo cual es consistente con el mal
prondstico (Hamblin et al, 1999). Tanto el gen ATM como el gen TP53 son esenciales en la
reparacion del ADN y detencion del ciclo celular frente al dafio de la célula. La ausencia de estos
genes contribuye a una evolucion clonal agresiva en donde la adquisicién de nuevas variantes
genomicas llevan al origen de un clon leucémico refractario al tratamiento (revisado en (Chiorazzi

2012)).

La evaluacién de las alteraciones genéticas antes mencionadas son realizadas por técnicas
citogenéticas que presentan limitaciones, solamente pueden detectar lesiones que hayan sido
previamente descritas en otros pacientes. Por esta razén, técnicas mas sensibles capaces de
reconocer nuevas alteraciones genéticas son de gran importancia para el estudio de esta y otras
enfermedades. En este sentido es que mediante secuenciado masivo ("whole-exome o whole
genome Sequencing") se han logrado identificar, al dia de hoy, mas de 25 mutaciones genéticas
recurrentes que afectan siete vias de traduccidn de sefiales diferentes. Los genes mayormente
estudiados son los siguientes: NOTCH1, XPO1 (exportina 1), MYD88 (diferenciacion mieloide gen
88 de respuesta primaria), KLH6 (Kelch-like 6), TP53, TGM (transglutaminasa 7), BIRC3
(baculovirus IAP conteniendo el repetido3), PLEKHG5 (pleckstrin homology domain containing,
family G), ATM y SF3B1 (factor 3 de splicing, unidad B1) (Fig. 2, Fig.3 y Tabla 1) (Fabbri et al. 2011;
Puente et al. 2011; Quesada et al. 2012; D Rossi et al. 2012; Wang et al. 2011; Baliakas et al.
2014).

La presencia de mutaciones en los genes antes descritos ha mostrado tener valor prondstico con
muchas, aunque no todas, las modalidades de tratamiento. Por lo tanto, se ha sugerido que estas
mutaciones puntuales deben ser incorporadas en el modelo de jerarquia citogenética,
mostrandose asi una mejora en la discriminacién de pacientes de bajo y alto riesgo asi como un
aumento sustancial en la capacidad de predecir la sobrevida (Rossi et al. 2013; Baliakas et al.

2014).
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Tabla 1- Mutaciones somaticas mas frecuentes en la LLC

Gen Prevalencia Asociacion con Rol funcional Tipo de Pronéstico
Mutado (%) mutacion
IGHV 60-55% - LLC-Mut tipicamente progresion mas ---- Favorable
lenta de la enferedad y mayor sobrevida
TP53 4-12% del(17p13) Rol esencial en apoptosis o arresto Inactivacién Desfavorable
celular luego de daio de ADN
ATM ~12% del(11923) Activa puntos de control del ciclo celular  Inactivacion ~ Desfavorable
NOTCH1 ~10% Trisomia 12 Regula genes incluidos MYC, TP53 y Activacién Desfavorable
del(17p13)* moléculas de la via NFkB
SF3B1 5-10% del(11922-g23) Componente estructural del Inactivacion Desfavorable
mutaciones ATM, espleiceosoma
NM-IGHV,
expresion ZAP-70
BIRC3 ~ 4% del(11922-g23) Regulador negativo de MAP3K14 Inactivacién Desfavorable
(activdor de sefializacién NFkB)
MYD88 3-5% Mut-IGHV y Fosforilacion de MYD88 resulta en Activacion -
del(13q14) activacion de via NFkB

Modificado de (Shahjahani et al. 2015). * Si bien ain es controversial un estudio reciente en una corte de 889
pacientes muestra que las mutaciones en NOTCH1 tienden a coincidir con del(17p13) (Baliakas et al. 2014).
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2-Expresion andmala de genes en linfocitos leucémicos (a nivel de proteinas, ARNm,

microARNSs)

La expresion andmala de genes en el clon leucémico ha sido estudiada en gran detalle y durante
mucho tiempo con el fin de encontrar mejores predictores de la evolucion clinica que el estudio
mutacional de genes de /IGHV. Con el advenimiento de la tecnologia de microarreglos en la
primera década de este siglo, aparecen diferentes marcadores prondsticos que aln hoy en dia se
siguen utilizando, si bien al presente no existe un Unico y mejor marcador prondstico para esta

leucemia.

Proteinas con expresion anomala en la LLC como marcadores prondsticos

El estudio del nivel de expresion de las proteinas CD38 (Damle et al. 1999), ZAP-70 (Rassenti et al.
2008) y de la integrina CD49d (Gattei et al. 2008) por citometria de flujo son los tres marcadores

proteicos mds usados como predictores de la evolucion de esta leucemia.

CD38 es una glicoproteina de membrana que se expresa en células con origen hematopoyético.
Las células B y T activadas expresan CD38, asi como las células "natural killers" y las células
dendriticas. La proteina CD38 funciona como un receptor de membrana interaccionando con
CD31 y llevando a la activacion del linfocito B a través de la regulacién de los niveles de calcio
celular (Malavasi et al. 2008). El porcentaje de células CD38 positivas dentro del clon tumoral es
un indicador de la activacién celular del clon. Aquellos que presentan un porcentaje elevado
responden de mejor manera a las sefiales de activacién (Chiorazzi 2012). Debido a esto, la
expresion de CD38 es una medida de divisidon celular y reflejo del crecimiento in vivo. A pesar de
estas caracteristicas la expresion de CD38 como marcador prondstico presenta ciertas
desventajas: i- su expresidn varia durante el curso de la enfermedad, ii- CD38 no es exclusiva de
linfocitos B tumorales sino que presenta heterogeneidad de expresidn en las muestras de sangre
y iii- la ausencia de un valor definido de un punto de corte que permita decir cuando un paciente
es o0 no positivo para CD38. Al dia de hoy, los valores sugeridos de puntos de corte varian desde
5-30% (Ghia et al. 2003; Hamblin et al. 2002). Por esta razén es que se ha propuesto a CD38 como

un marcador complementario al perfil mutacional de genes VH .
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La proteina ZAP-70 es una tirosina-quinasa de 70 kDa que se expresa generalmente en células
"natural killers" y en linfocitos T. Juega un rol central en la via de sefializacién del receptor de
células T (TCR), en migracion y apoptosis (Chan et al. 1992). En los linfocitos B, ZAP-70 se expresa
en células normales y tumorales en diferentes etapas del desarrollo (Scielzo et al. 2006). Un
estudio de expresidn diferencial entre pacientes NM y Mut determiné que ZAP-70 se sobre-
expresa en individuos NM de mal pronéstico (Rosenwald et al. 2001). En la LLC y otras leucemias
la expresidn de ZAP-70 estd regulada por metilacion de la region 5° del gen (Corcoran et al. 2005;
Claus et al. 2012). En cuanto a la funcion de ZAP-70 en el linfocito leucémico, se ha observado
gue prolonga la via de sefializacion del BCR (Chen et al. 2008) y que promueve la migracion
celular (Richardson et al. 2006; Calpe et al. 2011). Dado que la expresién de ZAP-70 en pacientes
de LLC se correlaciona con el perfil mutacional de genes VH y con la expresién de CD38, el estudio
de los niveles de expresion de ZAP-70 se ha propuesto como un marcador independiente de la
evolucion clinica (Crespo et al. 2003). Sin embargo, el analisis de ZAP-70 ha sido dificil de
estandarizar en la practica clinica, y la ausencia de resultados de distribucion bimodal hace que
muchos pacientes presenten resultados muy cercanos a la linea de corte. Estudios recientes
sugieren que el analisis del perfil de metilacidon del promotor de ZAP-70 podria arrojar resultados

mas robustos (Claus et al. 2014).

Recientemente, la proteina CD49d ha sido propuesto como un interesante marcador prondstico
en la LLC. Pacientes con mas de 30% de células positivas para CD49d presentan una menor
sobrevida (Gattei et al. 2008; Rossi et al. 2008; Bulian et al. 2014). CD49d es la subunidad o4 de la
integrina heterodimérica a4/B1 que juega un papel importante en la migracion de los linfocitos,
regulando la adhesion de las células a los tejidos. Su unién a fibronectina y a la molécula de
adhesidén celular vascular (vascular cell adhesion molecule 1, VCAM1) desencadena sefiales que
contribuyen con la sobrevida celular. Esta integrina previene la apoptosis espontanea o inducida
por drogas en células normales y neoplasicas. Su expresion se encuentra asociada a CD38 y por lo
tanto a mal prondstico (Gattei et al. 2008; Zucchetto et al. 2006). En una publicacién reciente, se
describié que pacientes con trisomia 12 presentaban un numero significativamente mayor de

células CD49d" y que esta aumento en la expresidn se correlacionaba directamente con la
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desmetilacion del gen (Zucchetto et al. 2013). Interesantemente, ya ha sido descrito que en las
LLC con trisomia 12 las células tumorales presentan un “homing” preferencial hacia los nddulos
linfaticos en comparacion con la médula dsea o sangre periférica (Liso et al. 2001), de esta
manera conectando el marcador prondéstico CD49d con una aberracién cromosémica (tril2) y un
fenotipo leuguemiogénico (“homing” hacia un nicho tumoral activador). Esto es de interés
teniendo en cuenta los recientes desarrollos terapéuticos dirigidos a inhibir la sefalizaciéon del
BCR, tales como ibrutinib y CC-292 (dirigido a BTK) e idelalisib y IPI-145 (ambos dirigidos a PI3K;
Fig. 4). La actividad clinica del ibrutinib es llevada a cabo, al menos parcialmente, por la
movilizacion de las células de LLC que se encuentran en los érganos linfoides secundarios (Burger
& Montserrat 2012; Ponader et al. 2014), posiblemente actuando a nivel de la interaccién
CD49d/VCAM-1 (De Rooij et al. 2012). Por lo tanto se ha sugerido que CD49d podria tener un
potencial predictivo para nuevos tratamientos que cambian el “homing” y movilizan las células de

LLC (Zucchetto et al. 2013).

ARNm y MicroARNs con expresion anomala en la LLC con valor prondstico

Con el advenimiento de los analisis gendmicos por microarreglos, han sido descritos diferentes
marcadores prondsticos implicando la expresién de ARN mensajeros. Dentro de los principales
marcadores propuestos al momento encontramos el ARNm de la lipoprotein lipasa (LPL) (Heintel
et al. 2005), la relacion LPL/metaloproteasa ADAM29 (Oppezzo, Vasconcelos, et al. 2005) y de
CLLU1 (Buhl, Jurlander, Geisler, et al. 2006).

De todos ellos describiremos en detalle la expresidon andmala del gen LPL por ser parte del trabajo
de esta tesis. La expresion normal de LPL se ha descrito principalmente en tejido adiposo,
musculo estriado esquelético y cardiaco, células dendriticas y células del linaje mieloide CD337,
pero nunca en la poblacion de células B. LPL es un actor central del metabolismo lipidico,
catalizando la hidrdlisis de los triglicéridos presentes en lipoproteinas circulantes, como
quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), en acidos grasos libres y glicerol.
Ademas de su funcidn catalitica, la proteina LPL podria funcionar como pivot entre proteinas de la

superficie celular y lipoproteinas, aumentando el contacto entre los monocitos y la superficie del
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endotelio vascular a través de interacciones con proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs)
(Bilban et al. 2006; Mansouri et al. 2010). Asi, LPL puede mediar la formacién de complejos
trimoleculares entre moléculas de distintas células (Kolset & Salmivirta 1999). Del mismo modo
esta proteina podria contribuir a que las células incorporen lipoproteinas a través de la
interaccion con el receptor LRP (LDL receptor-like protein) o los proteoglicanos de la célula blanco

(Beisiegel & Heeren 1997).

Una alta expresion del ARNm del gen LPL en células B de pacientes de LLC ha sido correlacionada
con una mala evolucién clinica (Oppezzo, Vasconcelos, et al. 2005). La expresién andmala de esta
enzima se encuentra asociada a los marcadores prondsticos CD38, ZAP-70, LDT, alto riesgo de
aberraciones genéticas y especialmente con el estado mutacional de los genes IGHV (Heintel et
al. 2005; Oppezzo, Vasconcelos, et al. 2005). Los niveles de ARNm de LPL no cambian
significativamente durante el curso de la enfermedad, por lo que puede ser utilizado como
marcador prondstico tanto en pacientes de bajo riesgo como en pacientes en etapas mas
avanzadas de la enfermedad (Oppezzo, Vasconcelos, et al. 2005). También se ha proporcionado
evidencia que muestra a LPL como un buen marcador prondstico de la evolucién en pacientes en

remision del cancer luego del tratamiento (Maloum et al. 2009).

Esta correlacion entre LPL y el estado mutacional de los genes IGHV también fue confirmada a
nivel de proteina intracelular, pero con diferencias menos significativas y no observandose
correlacién comparando la proteina en superficie (Mansouri et al. 2010). Por esta razdn, la
determinacion del nivel de ARNm constituye una mejor herramienta. Estudios recientes de Kaderi
y col. proponen a LPL como el mejor marcador prondstico a nivel de ARN debido a que, a
diferencia del resto de los marcadores, éste puede ser medido directamente a partir de muestras
de SP sin requerir aislar los linfocitos B previo a su analisis (Van Bockstaele et al. 2007). Por lo
que, los autores consideran al marcador prondstico LPL como prometedor para un futuro uso en

la clinica (Kaderi et al. 2011).

Se muestra a continuacion una tabla que resume la importancia de la expresion de LPL en la LLC

como marcador prondstico en esta leucemia (Tabla 2).
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Tabla 2. Lipoprotein lipasa como factor prondstico en la leucemia linfoide crénica

Numero Correlacién con Correlacion Correlacion
Referencias de mutaciones en estadisticamente estadisticamente
pacientes IgVH no significativa significativa ¢
Oppezzo, Vasconcelos, o
et al. 2005 1 127 76% EFS ZAP-70
. 2 . A TFS
Heintel et al. 2005 104 84% Estadio Rai y Binet 0S delllq, dell7p
0 1
Niickel et al. 2006 133 No determinado TFS ZAP-70, CD38
Van't Veer et al. 2006 130 84% Género, edad, delllq oS ZAP-70
Van Bockstaele et al. o TFS ZAP-70, cariotipo
2007° >0 80% 0S anormal
Nikitin et al. 2007 134 88% Anorma_lld_ades de 0S LDT, Est.adlo Raio
cariotipo Binet
. ., LDH, cariotipo anormal,
Saad et al. 2008 25 No se investigd ZAP-70 .
respuesta pobre a la terapia
Maloum et al. 2009 119 76% EOFSS
Xu et al. 2009 58 No determinado Género, edad ZAP-70, C.D38' estadlo.Blpet,
anormalidades de cariotipo
. 2
LAErERI el 20r 148 No determinado Edad, estadio Rai -I(-)FSS
Kienle et al. 2010 222 76% oS
Kaderi et al. 2011 252 No determinado 0S CD38, cariotipo

anormales
EFS: sobrevida libre de evento; TFS: sobrevida libre de tratamiento; OS: tiempo de sobrevida; LDT: tiempo de duplicacion
linfocitaria; LDH: deshidrogenasa lactica
1-También fue determinado el indice LPL/ADAMZ29; 2-Evaluacién de LPL a nivel de ARNm y proteina (en el resto de los estudios se
estudid solo ARNm); 3-Fue usado lisado de sangre total; 4-Ademas de mutaciones en IgVH

A pesar de los estudios existentes y de su valor prondstico en la LLC, el rol funcional de LPL en la
patogénesis de esta leucemia aln no ha sido dilucidado, asi como tampoco los mecanismos

moleculares que regulan su expresion.

En lo que respecta a los mecanismos moleculares que regulan la expresién del gen LPL resultados
obtenidos en esta tesis muestran que la expresion diferencial de esta proteina se encuentra
asociada a cambios epigenéticos dependientes del microambiente tumoral. Estos datos apoyan la
hipdtesis de que la expresidn de LPL en la LLC pueda estar asociada al metabolismo lipidico de
una célula con una alta tasa de proliferaciéon, asi como también a la hipdtesis en la cual LPL actua
como un facilitador de cohesidn intercelular, ayudando en consecuencia a la proliferacion
leucémica. Una publicacién reciente, aportando informacién sobre la regulacion de LPL muestra
que el factor de transcripcion STAT3 (Signal transducer and activator of transcription—3) activa el

promotor de LPL (Rozovski et al. 2015). STAT3 transmite las sefales de citoquinas y factores de
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crecimiento de la membrana celular al nucleo y en LLC se encuentra constitutivamente activado

(Hazan-Halevy et al. 2010).

El otro marcador de progresién a nivel de ARNm de importancia fue propuesto por Buhl y col. en
2006, quienes describen la expresion del gen CLLU1 (CLL upregulated gene 1) (Buhl, Jurlander,
Geisler, et al. 2006). Este gen se expresa Unicamente en células de LLC y niveles altos de
expresion se correlacionan con marcadores de mal prondstico como genes IGHV NM, alta
expresion de ZAP-70 y CD38 (Gonzalez et al. 2013). Si bien CLLU1 no es capaz de predecir de
manera independiente la sobrevida del paciente, su analisis a mostrado ser una medida sensible y
especifica para detectar células de LLC residuales luego del tratamiento (Buhl et al. 2011). CLLU1
codifica para 6 ARNm, de los cuales solo 2 potencialmente podrian traducirse a péptidos los
cuales tendrian una estructura similar a IL-4 (Buhl et al. 2008). Sin embargo, al presente no se han
obtenido datos sobre la posible funcidon que cumple en la célula de LLC la sobre-expresion de esta

molécula.

Con el propdsito de caracterizar a los pacientes de buen y mal prondstico se han realizado
también estudios de expresion diferencial de microARNs (miRNAs) entre los diferentes perfiles
evolutivos de LLC (Calin et al. 2005; Fulci et al. 2007). En particular, el trabajo de Calin y col.
determind la presencia de 13 miRNAs diferencialmente expresados entre pacientes ZAP70°%°, NM
con mal prondstico y ZAP70", Mut con una enfermedad indolente. A partir de este trabajo
numerosos esfuerzos se han realizado con el propdsito de identificar nuevos miRNAs. Al
presente, el miR-21, miR-29, miR-34a, miR-181b y miR-223 han sido propuestos como
marcadores prondsticos de utilidad en la LLC (Marton et al. 2008; Pekarsky et al. 2006; Rossi et al.
2010; Stamatopoulos et al. 2009; Zenz et al. 2009).

1.3 Proteinas del suero como marcadores prondstico de la LLC

La mayoria de los marcadores disponibles del suero pueden ser facilmente medibles y proveen de

una informacion util para el prondstico, aunque en algunos casos no son especificos de LLC. Tanto
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la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), 2-microglobulina y la timidina quinasa, son proteinas
gue se han visto incrementadas en el suero de pacientes de LLC con estadios clinicos agresivos y
han mostrado ser Utiles como marcadores prondsticos (Fasola et al. 1984; Hallek et al. 1996;

Berrebi et al. 2010; Szantho et al. 2014).

Si bien con el correr de los afios siguen surgiendo nuevas moléculas propuestas como
marcadores, los mas utilizados al momento siguen siendo: la expresiéon andmala en el linfocito B
de ZAP-70, (Crespo et al. 2003), CD38 (Lanham et al. 2003), LPL (Heintel et al. 2005) y CLLU1
(Buhl, Jurlander, Jgrgensen, et al. 2006), asi como el estudio de ciertas alteraciones
cromosomicas asociadas a la progresion y refractoriedad en el tratamiento como las deleciones
11qy 17p. A modo de resumen podemos decir que al dia de hoy en la LLC se considera que no
hay un Unico marcador de progresion sino que la determinacion de varios de ellos es el método
mas seguro para aumentar la posibilidad de obtener una prediccidén evolutiva del paciente lo mas

acertada posible.

1.1.5 Tratamiento en la LLC

Es importante destacar que los marcadores prondsticos mencionados anteriormente son
importantes para predecir el curso de la evolucién clinica, y deberian ayudar a la decision de
tratar o no tratar a un paciente. Los parametros principales considerados para incluir o no al
paciente en un protocolo terapéutico son el estadio de la enfermedad, la salud general del
paciente, marcadores genéticos de alto riesgo y el tipo de terapia recibida durante el transcurso
de la enfermedad (primera vs segunda linea de tratamiento, respuesta vs no respuesta de la

ultima terapia (Hallek 2013).

En general, pacientes asintomaticos que debutan con estadio A de Binet o 0O de Rai, son
monitoreados sin terapia. Por otro lado, pacientes con estadios intermedios y de alto riesgo (By C

de Binet o Ill y IV de Rai) generalmente se ven beneficiados con el tratamiento. Algunos de los

20



pacientes con estadios intermedios son monitoreados sin terapia hasta que manifiestan sintomas

0 una progresiva o activa enfermedad definida por la guia del iwCLL (Hallek et al. 2008).

Los tratamientos disponibles se pueden dividir en tres grandes grupos, 1- agentes simples, 2-

anticuerpos monoclonales y 3- Inhibidores de quinasas.

1-Agentes simples

La monoterapia con agentes alquilantes ha servido como la primera linea para la terapia de
pacientes de LLC. El clorambucil fue considerado el "gold standard" por varias décadas (CLL
Trialists’ Collaborative Group 1999). A nivel celular reacciona con las bases nitrogenadas del ADN
y da lugar a la formacion de puentes inter e intracatenarios, alterando las funciones normales del
ADN vy llevando a la muerte celular (Begleiter et al. 1996). Sus mayores desventajas son su casi
inexistente remisiéon completa y algunos efectos que ocurren cuando se usa por periodos
prolongados como citopenias, mielodisplasia y hasta un posible desarrollo de leucemias aguda

(Hallek 2013).

Otro agente simples que se utilizan son el agente alquilante Bendamustina y los analogos de
purinas como fludarabina, pentostatina o la cladribina. La fludarabina induce mas remisiones (7-
40%) que otras quimioterapias convencionales (Johnson et al. 1996; Leporrier et al. 2001; Rai et

al. 2000).

2-Anticuerpos monoclonales

Con el propésito de eliminar el clon tumoral se han desarrollado anticuerpos especificos contra
moléculas claves como el Ag de linfocitos B CD20. La proteina CD20 es una glico-fosfoproteina
gue se expresa en la superficie de células pre B, linfocitos B maduros normales y tumorales.
Debido a que se expresa en la mayoria de los tumores de células B, se han disefiado numerosos
anticuerpos recombinantes anti-CD20 (Hagemeister 2010; Walshe et al. 2008). Al presente los
anticuerpos recombinantes mads utilizados en la clinica hematoldgica son el Rituximab, el

Ofatumumab y el Obinutuzumab.
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El Rituximab es un anticuerpo quimérico de isotipo IgG1 y ha sido uno de los primeros en ser
probados en ensayos clinicos en LLC. Se ha visto que la utilizacién del mismo es mas eficiente en
combinacién con quimioterapia que cuando se lo utiliza sélo. Ademas, se ha evidenciado que
ciertos pacientes de LLC tratados con Rituximab junto con cliclofosfamida y fludarabina (FCR)
presentan remisiones completas con una mayor sobrevida (Bryan & Borthakur 2010). Debido a
estos resultados la FDA (“Food and Drug Administration”) de Estados Unidos aprobé el uso de

FCR como el tratamiento de primera linea y la técnica "gold standart" en pacientes con LLC.

El dltimo anticuerpo anti-CD20 desarrollado y aprobado por varios paises es llamado
Obinutuzumab (GA-101). En este caso es un anticuerpo derivado del Rituximab, que se encuentra
completamente humanizado y que ademas presenta una modificacion en la cadena de azucares
en los dominios constantes de la Ig. Esta modificacion contribuye a una mayor afinidad de union
por los receptores humanos FcyRIll, lo que resulta en una mayor citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (Antibody dependent cellular citotoxicity, ADCC) y apoptosis

independiente de caspasas (Goede et al, 2012).

Para el tratamiento de LLC también se han usado anticuerpos monoclonales contra otros Ags,
como por ejemplo el Alemtuzumab (Camphath-1H) el cual reconoce el Ag CD52 (Hale et al. 1990).
A pesar de que este anticuerpo monoclonal es comiunmente usado como tratamiento de primera
linea para la LLC, se han evidenciado en ciertos pacientes efectos adversos importantes. Debido a
todo esto el uso del Alemtuzumab es considerado una opcidn terapéutica para pacientes con mal

prondstico que no responden al clasico tratamiento de FCR.

3- Inhibidores de quinasas

El BCR forma parte de la via de traduccién de sefiales esenciales para la sobrevida y proliferacién
de linfocitos B maduros. Dada su importancia, el disefio de nuevas drogas ha estado enfocado en
inhibir la via de sefalizacion del BCR con el propdsito de inducir la muerte del clon tumoral (Fig.
4). El Fostamatinib ha sido disefiado en esta linea de pensamiento y esta dirigido hacia la

inhibicion de la tirosina-quinasa del bazo (spleen tyrosine kinase, Syk). Esta proteina se encuentra
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sobre-expresada en células de pacientes LLC y su inhibicion induce apoptosis por disrupcién de la

via de senalizacion del BCR (revisado en (Hallek 2013)).

B-cell
receptor

CD19

CD79A
CD79B

(F)
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BLNK (P) PLCy2 ®
LYN SYK — @ PI3KS

B BTK
Ca2t «

Dasatinib Fostamatinib Ibrutinib l Idelalisib
MAPK NFxB and NFAT AKT
activation activation activation

Figura 4- Seiializacion por el BCR y su inhibicidn. El receptor de la célula B (BCR) es la inmunoglobulina de
superficie y transduce la sefializacién antigénica a través de los co-receptores CD79A y CE79B a quinasas
proximas, incluyendo LYN y SYK. El adaptador BLNK esta involucrado en la activacién de la quinasa BTK,
PLCy2 y PI3KS. La activacion de SYK lleva a la activacion de kinasas MAP. PLCy2 es crucial para la
movilizacién de Ca®*" y la subsecuente activacion de NFkB y NFAT vy la activacién de PI3K8 provoca la
activacidn de AKT. Se ha podido interferir la funcién de la via de sefializacién por el BCR con inhibidores de
LYN (ej. Dasatinib), SYK (e]j. Fostamatinib), BTK (ej. lbrutinib) y PI3K& (ej. Idelalisib). Imagen extraida de (ten
Hacken & Burger 2014)

Otra de las drogas que se esta evaluando en LLC es el Ibrutinib, un inhibidor especifico de la
Bruton tirosin-quinasa (BTK) (Figura 4). La BTK permite la activacion las vias NFkB y MAPK via la
familia de proteinas quinasas Src estimulando el desarrollo, sobrevida y migracién celular

(Herman et al. 2011).

El Desatinib es otro inhibidor de tirosina-quinasas, desarrollado como un inhibidor de segunda
generacién de la quinasa oncogénica BCR-ABL (Lombardo et al. 2004). Dasatinib también inhibe
LYN, BTK y una variedad de otras quinasas. En ensayos clinicos se han observado tasas de
respuesta relativamente bajas (Amrein et al. 2011; Kater et al. 2014) en comparaciéon con
inhibidores de quinasas dirigidos a BTK, SYK o PI3K, posiblemente debido al hecho de que in vivo

LYN es capaz de funcionar como un regulador negativo del BCR (Hibbs et al. 1995).
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Finalmente uno de los inhibidores mas estudiados es el Idelalisib o CAL-101 (class 1 fosfatidil
inositol 3- quinasa) el cual inhibe la isoforma & de la PI3K (Figura 4). La PI3K integra y trasmite
sefiales de diferentes moléculas de superficie, como el BCR (Srinivasan et al. 2009), receptores de
guimioquinas y moléculas de adhesion, de esta manera regula las funciones celulares como el

crecimiento celular, la sobrevida y migracion (Okkenhaug & Vanhaesebroeck 2003).

A pesar de los grandes avances en el tema, y probablemente debido a la alta heterogeneidad
bioldgica de la LLC una gran cantidad de los pacientes recaen en el correr del tiempo. Incluso,
alguno de ellos no generan ningun tipo de respuesta frente al tratamiento. Por esta razén, los
investigadores se han centrado en lograr identificar marcadores predictivos frente a determinado
tipo de terapia. Predecir grupos de pacientes que responden a una determinada terapia puede

ser Util para evitar toxicidad innecesaria dada por el tratamiento.

1.2.0 La biologia del linfocito B de la LLC y su microambiente

Los linfocitos de LLC son células pequefias que co-expresan el antigeno CD5 propio de células Ty
los antigenos (Ags) de superficie CD19, CD20 y C23 caracteristicos de una célula B. Esta célula
leucémica tiene la particularidad de presentar una débil expresion de inmunoglobulinas (lgs) de
superficie y de los Ags de superficie CD20, CD22 y CD79b en comparacién con una célula B
normal. Las Igs de superficie son IgM e IgD independientemente del estado mutacional de sus
genes Vi, (Oppezzo et al. 2002). Solo en ciertos casos se encuentran células que hayan realizado el
proceso de cambio de clase (Fais et al. 1996; Oppezzo et al. 2002). Las células de LLC también
expresan los Ags HLA de clase | y Il y frecuentemente CD18, CD27, CD32, CD37, CD39, CD40,
CD44, CD45RA y CDw75, mientras que otros Ags caracteristicos del linfocito B como FMC7 y CD10

no estan presentes.
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1.2.1 El receptor de la célula B en la LLC

Una de las principales caracteristicas del linfocito B leucémicos es la baja expresion de su BCR.
Esta molécula es un complejo multimérico formado por la Ig y el heterodimero Iga/Igp
(CD79a/CD79b) anclados en la membrana celular. La unién del Ag al complejo desencadena una
activacion de la via de traduccion de sefales mediada por tirosin-quinasas de la familia Src. En
linfocitos normales, la via del BCR es usada para promover la proliferacion celular e inducir la
produccién de anticuerpos. Una vez que la Ig reconoce y se une al Ag especifico, el complejo
activado recluta quinasas como SYK y LYN las cuales fosforilan dominios de las proteinas
Igo/IgP llamados ITAMS ("immunoreceptor tyrosine — based motifs receptors") (Wang et al.
2013). La fosforilacién de estos motivos induce una cascada de sefializacion rio abajo activando
diferentes quinasas como BTK o PI3K (Longo et al. 2007), protein quinasa C, mTOR ("mammalian
target of rapamycin") y MAP/ERK (Davids & Brown 2012). Debido a que la estimulacion del BCR
promueve la sobrevida y proliferacion activando el NFkB (Wang et al. 2013) es que la mayoria de
los nuevos blancos terapéuticos estan enfocados a inhibir cascadas de sefializacion celular como

las mencionados anteriormente (fosfamatinib, ibrutinib e idelalisib) (Burger 2012) (Fig.4).

1.2.2 El linfocito B de la LLC presenta inhibida la apoptosis in vivo pero muere in

vitro

La célula B de la LLC presenta un defecto en el proceso de muerte celular programada, lo que
lleva a la acumulacion progresiva de linfocitos B clonales que permanecen bloqueados en las
fases iniciales del ciclo celular (GO/G1). La mayoria de los pacientes con LLC presentan elevados
niveles de p27kipl (p27), regulador negativo del ciclo celular (Vrhovac et al. 1998). Dado las
funciones claves que tiene p27 en la regulacion del ciclo celular, su sobre-expresion podria
contribuir a la acumulacién de células B en las etapas tempranas del ciclo. Mas aun, se ha
postulado que la sobrevida de células B de LLC también puede estar dada por la sobre-expresion

anémala de la familia de proteinas anti-apoptéticas Bcl2 y Mcll (Krajewski et al. 1995). Otros
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miembros de la familia Bcl2, como Bcl-xL y BAG1 también se encuentran sobre-expresados en
linfocitos B de LLC mientras que proteinas pro-apoptoticas, como Bax y Bcl-xS se encuentran

reprimidas (Caligaris-Cappio & Hamblin 1999).

Por otro lado, también se ha determinado que los miRNAs pueden contribuir a la regulacion del
ciclo celular reprimiendo genes relacionados con la sobrevida. Los primeros trabajos en esta area
llevados a cabo por el grupo de Croce muestran diferencias significativas en la expresion de
mMiRNAs entre células B de LLC y las células B normales CD5 positivas. Lo mas relevante en el
contexto de la resistencia a la apoptosis por el linfocito B leucémico esta dado en los pacientes
gue presentan la delecion 13q. Las células B que presentan esta delecidn son incapaces de
sintetizar los miRNAs 15a y 16-1 (Calin et al. 2004). Debido a que en células B normales dichos
miRNAs regulan la expresidon de Bcl-2, los autores proponen que la sobre-expresién de Bcl2 en
pacientes de LLC podria estar dada por la ausencia de los miR-15a y miR-16-1. Estas
observaciones establecen a la familia de proteinas anti-apoptética Bcl2 como moléculas claves en

la sobrevida celular de pacientes de LLC (Cimmino et al. 2005).

En contraste a lo que ocurre in vivo, los linfocitos B de LLC rdpidamente mueren por apoptosis
cuando se los cultiva in vitro en ausencia de células accesorias, indicando que el microambiente
celular juega un rol esencial en la sobrevida de las células de LLC (Caligaris-Cappio 2003). Estas
observaciones hacen pensar que la interaccién con el microambiente celular, especialmente con
células estromales de la médula dsea, células T activadas (CD3P*°CD4P* y CD40LP*) y células
dendriticas foliculares podrian ser las responsables de mantener el defecto en la apoptosis y de
aumentar la sobrevida de las células tumorales (Ghia et al. 2008). Por lo tanto, la exposicion de
clones malignos a estimulos del microambiente puede resultar en un incremento de la
proliferacién y la aparicion de nuevas aberraciones genéticas que llevan a una enfermedad mas

agresiva.

Los procesos fisiologicos durante los cuales las células B encuentran el Ag ocurren en
microambientes especializados llamados centros germinales (CG). Los CG son estructuras
dindmicas que se forman en los organos linfoides secundarios capaces de generar
microambientes especializados donde las células T junto con diferentes tipos de células

adherentes o estromales envian sefiales de sobrevida a los linfocitos B.
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En LLC el compartimiento proliferativo se encuentra representado en agregados locales de
prolinfocitos y parainmunoblastos proliferantes que forman los pseudofoliculos o centros
proliferantes (CPs) (Lennert et al. 1978). Los pseudofoliculos son estructuras histoldgicas claves
en los nddulos linfaticos, pulpa blanca del bazo y médula 6sea donde se encuentran infiltrados de
células B de LLC. La interaccion de estas células con las células T, células estromales o dendriticas
foliculares activan cascadas de sefializacion que permiten la expresion de marcadores de
proliferacién (Ki-67) y de progresion de la enfermedad (CD38 y CD49d) (Gattei et al. 2008; Patten
et al. 2008).

1.2.3 Rol de las células T, de las células estromales y de las células dendriticas

diferenciadas ("nurse like cells") en la activacion del clon leucémico

1.2.3.1 Las citoquinas en el "homing" del linfocito B leucémico

El patrén de infiltracion en los tejidos puede ser variable en los diferentes pacientes de LLC. En
general, la mayoria de las células malignas se encuentran en SP y médula dsea, aunque algunos
pacientes presentan también los nddulos linfaticos comprometidos. Esta observacion clinica
resalta la existencia de mecanismos que regulan la migracién linfocitaria del clon tumoral. Las
guimioquinas, moléculas quimioatrayentes, y sus receptores forman parte del mecanismo de
trafico linfocitaria en el organismo. Recientemente se ha determinado que las células de LLC
expresan un grupo especifico de quimioquinas y receptores de quimioquinas en respuesta a
sefiales del microambiente (Burger 2010). Debido a sus funciones, las quimioquinas han sido
asociadas a una variedad de procesos patoldgicos. En particular durante la tumorogénesis, las
guimioquinas contribuyen a la infiltracion de células hematopoyéticas a los tejidos asi como a la

neovascularizacion, contribuyendo con la distribucién del tumor (Burger 2010).

La distribucion de las células B en los nddulos linfaticos estd determinada por la expresidon de
CXCR4 y CXCRS5, receptores de las quimioquinas CXCL12 y CXCL13 expresadas por las células

estromales. A su vez, las células estromales de la médula dsea secretan CXCL9, 10, 11, 12y 13y
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CCL19 y 21 que se unen a los receptores CXCR3, CXCR4 y CXCR5 diferentemente expresados por
el clon leucémico (Davids & Burger 2012). Las quimioquinas entonces juegan un rol importante
en lo que respecta a la sobrevida dado que favorece la migracion de los linfocitos de la sangre a

los tejidos linfoides permitiendo que reciban las sefiales de sobrevida y proliferacion.

La importancia de las quimioquinas en LLC en relacidon a la sobrevida del clon tumoral también se
ha evidenciado en el trabajo de Zucchetto y col. en el cual estudiaron el perfil de expresiéon
diferencial entre células B de LLC CD38°%°/CD49d"* y CD38"°¢/CD49d"*t. En este trabajo
determinaron que CCL3 induce la migracion de los monocitos e infiltracion de los macrdfagos en
médula dsea de pacientes de LLC CD38P%/CD49dP*. A partir de estos resultados los autores
propusieron que las quimioquinas CCL3 y CCL4 producidas por células B de LLC son reconocidas
por receptores de monocitos/macrofagos y asi reclutados al microambiente tumoral (Zucchetto
et al. 2009). Resaltando la importancia de estas quimioquinas en la progresiéon tumoral, Sivina y
col. han propuesto a CCL3 como un nuevo marcador prondstico, sugiriendo que su evaluacion
podria ser util para conocer la evolucién clinica de pacientes de LLC (Sivina et al. 2011).

En las siguientes secciones analizaremos el rol de las células que interaccionan con el clon

tumoral leucémico en llevar a la progresion de la enfermedad (Fig. 5).

1.2.3.2 Rol de las células T en el microambiente leucémico

Es importante destacar que las células T juegan un rol importante en la inhibicion de la apoptosis
y progresion de la enfermedad de las células B malignas (Ghia et al, 2008). Numerosos trabajos
sugieren la existencia de un didlogo bidireccional entre las células B de LLC y las células T CD4"%,
mediado por moléculas de adhesidn y quimioquinas que inducen la expresién de varias
citoguinas en ambos tipos de células (revisado en (Caligaris-Cappio, 2003)). Las células T expresan
interleuquina 4 (IL4), interferdn y (INFy) e interleuquina 2 (IL2), capaces de inhibir la apoptosis de

las células B de LLC induciendo la expresion de la proteina anti-apoptdtica Bcl2 (Caligaris-Cappio

2003).
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Figura 5. Interacciones entre las células de LLC y las células tipo “Nurse like cells” (NLC), células estromales
de la médula 6sea (Bone marrow estromal cells, BMSC) y células T CD4". Imagen extraida de ten Hacken et
al. 2014.

La unién de CD40-CD40L desencadena una via de traduccion de sefiales que permite la activacion
de factores de transcripcion NFkB/Rel, asi como ciertas vias de sefializacion JAK-STAT formadas
por quinasas Janus (JAK3) y las proteinas traductores de sefiales y activadores de la transcripcién
(STAT3). La via JAK3-STAT3 induce la expresion de altos niveles de proteinas anti-apoptéticas
como Bcl-xL y Mcll (De Totero et al. 2006), mientras que la activacion de NFkB permite la
activacion de TP63 que a través de la proteina CD49d facilita la migracion de las células B
leucémicas (Shachar & Haran 2011). Ademas de la activacién de estas vias, la interaccién CD40-
CDA4O0L puede inducir la expresion de proteinas inhibidoras de la apoptosis como es la survivina,
un miembro de la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) (Granziero et al. 2001).

A pesar de la existencia de datos mostrando la importancia de las sefiales recibidas a través de la
via CD40L en el clon leucémico, resultados del grupo de Gribben sugieren la existencia de

linfocitos T defectuosos en pacientes con leucemia. Analisis de la expresidn génica de linfocitos T
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de pacientes con LLC muestran importantes defectos funcionales a pesar de que se ha
evidenciado un aumento del nimero absoluto de linfocitos T en sangre (Burger & Gribben 2014).
Ademas, presentan alteraciones en varios genes relacionados a la formacién del citoesqueleto
que pueden interferir directamente con la formacion de la sinapsis inmunoldgica (Gorgiin et al.
2005). Un dato de interés a resaltar es que, dichos cambios han sido observados en células T de
donantes sanos co-cultivadas con células de LLC, lo cual indica que las modificaciones estarian

inducidas por las propias células leucémicas.
1.2.3.3 Rol de las células estromales y “nurse like cells” en el microambiente leucémico

Se ha demostrado que un contacto directo entre las células estromales de la médula ésea y las
células leucémicas aumenta la sobrevida de las células de LLC (Lagneaux et al. 1998). La adhesion
a través de la integrina VLA-4 (very late antigen 4) con su ligando VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1) presente en las células estromales de la médula ésea (Lagneaux et al. 1998) favorece
las interacciones entre las células de LLC y el estroma y la subsiguiente desregulacion de la
proteina anti-apoptética Mcll (myeloid cell leukemia 1) (Kurtova et al. 2009) y el proto-oncogen
TCL1 (T-cell leukemia/lymphoma 1)(Sivina et al. 2012). Por otra parte, la quimioquina CXCL12
secretada por las células estromales de la médula y su interaccidn con su receptor CXCR4
presente en la célula de LLC estd involucrada en el trafico y “homing” de las células de LLC (Burger
et al. 1999). Las células de LLC a su vez, pueden activar las células estromales con las cuales
entran en contacto a través de la induccién de la protein kinasa C beta Il (PKCBII) y subsecuente

activacion de la via NFkB (Lutzny et al. 2013).

Otro componente crucial del microambiente en la LLC son las células adherentes de tipo "nurse
like cells™ (NLC). Se ha determinado, como a partir de células de SP de pacientes con LLC pueden
diferenciarse in vitro células NLC que presentan la capacidad de secretar las quimioquina CXCL12
(Burger et al. 2000) y CXCL13 (Burkle & Niedermeier 2007), las cuales atraen a las célula de LLC al
microambiente. Ademas de secretar estas quimioquinas y activar la sefalizacion por el BCR en las
células de LLC (Burger et al. 1999) las células NLC son capaces de secretar el factor de necrosis
tumoral APRIL ("a proliferation inducing ligand", APRIL) asi como también BAFF ("B-cell activation

factor", BAFF). Ambos ligandos tienen la capacidad de proteger al clon leucémico de la apoptosis
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(Cols et al. 2012). Las células estromales y las NLC tienen actividad anti-apoptodtica y la
combinacidn de estos dos tipos de células generan un ambiente celular que contribuye a la

sobrevida de las células leucémicas de LLC (Ramsay & Rodriguez-Justo 2013).

1.2.3.4 Otras senales recibidas por el clon leucémico

Estudios recientes muestran que no solo las sefiales enviadas por las células estromales y células
T parecen ser esenciales para el dialogo entre el microambiente y las células leucémicas. En este
sentido, un trabajo de Seiffert y col. mostré que los monocitos en presencia de células B de LLC
incrementan la expresion de CD14 soluble. Esta molécula se encuentra directamente relacionada
con la induccién de la activacion del NFkB en las células B de LLC, favoreciendo su sobrevida y

proliferacién (Seiffert et al. 2010).

Las células leucémicas no sélo estan expuestas a sefiales de las células accesorias no malignas en
los drganos linfoides, sino que son capaces de censar la presencia de patégenos mediante
receptores de patrones moleculares asociados a patégenos. Los "Toll like receptors" o TLRs 7y 9
son capaces de reconocer simple hebra de ARN o ADN respectivamente. En este sentido Decker y
col. describieron que estimulos in vitro de células B de LLC con andlogos de ADN bacteriano
(oligonucledtidos CpG) inducen la expresion de proteinas que regulan el ciclo celular como la
ciclina D2, D3 y bajan la expresion del regulador negativo del ciclo celular p27 (Decker et al.

2002).

Por otra parte, las células de LLC también son capaces de enviar sefiales a su entorno a través de
la liberacién de microvesiculas, las cuales estan enriquecidas en proteinas activadoras de vias de
sefializacion, siendo capaces de activar la via AKT en células estromales de la médula dsea
estimulando la produccion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), un factor de
sobrevida para la LLC (Ghosh et al. 2010). La proteina de membrana citoplasmatica LCP1
(lymphocyte cytosolic protein 1) también se ha encontrado enriquecida en las microvesiculas de
pacientes de LLC y esta involucrada en la quimiotaxis mediada por CXCL12 y en el “homing” a la

médula dsea in vivo (Dubovsky et al. 2013).
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Toda la informacion detallada anteriormente propone la presencia de una conexidon entre
factores del microambiente y el dilema de la proliferacidon y apoptosis de las células B de LLC. En
la actualidad la mayor parte de los trabajos en el drea muestran a esta leucemia como una
enfermedad hematolégica maligna cuya evolucion es totalmente dependiente del
microambiente. Esta idea va de la mano con un modelo de heterogeneidad de la LLC en donde
existe una sobrevida selectiva de ciertos sub-miembros clonales los cuales podrian recibir sefiales

de sobrevida en estos ambientes especializados de los 6rganos linfoides.

1.3.0 Poblaciones proliferantes en la LLC y su asociacion con la progresion tumoral

1.3.1 El linfocito B leucémico puede proliferar

La importancia del microambiente inmunolégico en generar sefiales que contribuyen a la
sobrevida y proliferacion de las células B leucémicas permitié postular una interesante hipotesis
en la cual se contempld la existencia de dos tipos de poblaciones dentro del clon tumoral de un
paciente con LLC. La primera, es la poblacién mayoritaria, con caracteristicas de una célula B
quiescente y no proliferante que lleva a la acumulacion linfocitaria tipica de esta leucemia. La
segunda, claramente minoritaria (0,1 a 1% aproximadamente), la cual mantienen interacciones
con el microambiente celular que determinan una alta proliferacion celular asi como la sobre-
expresion de numerosos marcadores moleculares de agresividad tumoral (Caligaris-Cappio 2003;

Deaglio & Malavasi 2009; Burger et al. 2009).

Esta hipdtesis fue confirmada cuando Messmer y col. realizando marcados radioactivos de las
células tumorales in vivo mostraron que los linfocitos B de LLC eran capaces de multiplicarse y
morir. Estos resultados sugieren por primera vez en la historia de la biologia de la LLC, que esta
leucemia no es solo una enfermedad estatica resultado de la acumulacién de linfocitos B, sino
también una enfermedad dindmica en donde el equilibrio de estas dos poblaciones pueden

definir la evolucion tumoral (Messmer et al. 2005). Apoyando esta hipodtesis, los resultados
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muestran que existe una correlacién entre la tasa de nacimiento y muerte celular con la actividad
y progresion de la enfermedad. Por lo tanto, al presente se propone que estudiar la tasa de
divisién y muerte celular puede ayudar a identificar pacientes con una LLC mas agresiva (Chiorazzi

et al. 2005).

Al dia de hoy, diferentes grupos de investigacion han estudiando distintas sub-poblaciones
proliferantes relacionadas con la progresion y el mal prondstico (revisado en (Palacios et al. 2012)
Anexo Ill). En el 2007, Damle y col. proponen que el sub-grupo de células B de LLC expresando
CD38 y el marcador de proliferacion Ki-67 es una sub-poblacion proliferante dentro del clon
tumoral de LLC y esta asociada a un mal prondstico (Damle et al. 2007). En un trabajo realizado
por nuestro grupo, se describe una segunda poblacion proliferante correspondiente a un sub-
grupo de células B que con un activo proceso de cambio de clase (CC) sobre-expresan la enzima
citidina deaminasa inducida por activacién (AID, por Activation Induced Cytidine Deaminase). Esta
sub-poblacién tumoral es encontrada principalmente en pacientes NM, con una alta progresion
de la enfermedad (Palacios et al. 2010). Posteriormente, Calissano y col. propone un modelo
donde la sub-poblacién tumoral proliferante expresa altos niveles de CD5 y baja expresion del
receptor de quimioquinas CXCR4. Esta expresion diferencial colabora con el "homing" de
linfocitos B hacia el nddulo linfatico y explica como las células proliferantes reciben sus sefnales de
sobrevida (Calissano et al. 2011). En un trabajo publicado recientemente, se describe como
dentro de las células proliferantes CXCR4"™™CD5"e" descritas por Calissano y col. aquellas que son
CD86"* constituyen una poblacidn proliferante que recientemente ha emigrado de un nicho
linfoide y presentan la mayor diversidad genética sub-clonal. Caracteristica que favorecen la

evolucidn hacia formas mas agresivas de la enfermedad (Huemer et al. 2014).
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1.3.2 Distintas poblaciones proliferantes dentro del clon tumoral y su asociacion

con la progresion de la LLC

1.3.2.1 Poblacién proliferante CD38" en células B de LLC

La expresion de CD38 y su asociacion con la evolucion de la enfermedad ha sido intensamente

8% responden

estudiada durante el correr de los afios. Se ha demostrado que células B CD3
mejor a las sefiales del BCR y se caracterizan por una mejor migracion. Estudios in vitro en el
mismo sentido muestran que la activacion de CD38 lleva a la proliferacion y quimiotaxis de
células B de LLC a través de ZAP-70 y la via de sefalizacion ERK1/2. La interaccién de CD38 con su
receptor CD31 in vivo, tiene un rol importante en la interaccidn célula-célula activando sefales de
sobrevida tanto en células normales como leucémicas (Malavasi et al. 2008). Con el propésito de
profundizar en el area Pepper y col. extendieron estas observaciones comparando el perfil de

pos

expresion génica de células B de LLC CD38"* con CD38"® de cada paciente. Los resultados

mostraron que existe un perfil de expresién diferencial entre ambas poblaciones CD38* vs

CD38"*%. Mediante este estudio determinaron que las células CD38**

sobre-expresan el factor de
crecimiento endotelial (VEGF), el cual se encuentra directamente asociado con un incremento de
la expresion de la proteina anti-apoptoética Mcll (Pepper et al. 2007). Estos resultados sugirieron
que los miembros del clon CD38"* se encuentran mas activados y propensos a entrar al ciclo

celular en comparacidn con su contrapartida CD38"*¢ (Pepper et al. 2007).

Sin embargo, estudios del mismo laboratorio fallaron en establecer una correlacion fuerte entre
el porcentaje de células B de LLC proliferantes CD38P*° con la sobrevida y la progresién de la
enfermedad (Calissano et al. 2009). Se determind que el hecho de que existe un gran porcentaje
de células CD38" en pacientes de mal prondstico NM, indica que las células leucémicas CD38"°
constituyen una poblacién heterogénea. Donde una pequefia fraccién de estas células CD38°*
presentan un incremento en el potencial proliferativo. A su vez, recordando los resultados de

Messmer donde demostré que las células leucémicas proliferantes constituyen entre 0,1% a 1%
y
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del clon tumoral (Messmer et al. 2005), se sugiere que no todas las células CD38"* son las

proliferantes.

1.3.2.2 Poblacién proliferante CXCR4"*“CD5"" en células B de LLC

Calissano y col. estudiaron la complejidad dentro del clon tumor de LLC, midiendo in vivo la
cinética de division celular del linfocito B leucémico mediante la cuantificacion de Ia
incorporacién de deuterio (*H) en el ADN neo-sintetizado en células en divisién (Calissano et al.
2011). Por otra parte, seleccionaron clones que presentaban diferente densidad de expresion de
los marcadores de superficie celular CD5, molécula sobre-expresada luego de la activacion de la
célula B normal, y CXCR4, receptor involucrado en mantener el contacto entre la célula B y las
células estromales en los érganos linfoides secundarios. De esta manera determinaron que a las
células CXCR4VCD5"8" contienen la mayor cantidad de deuterio, indicando que estas células se
dividieron recientemente y definiendo esta fraccién como proliferante. Por otra parte, a las
células CXCR4"&"cp5'o™ y con menor cantidad de *H las definieron como la fraccién quiescente.
Aislaron estas dos poblaciones y estudiaron su perfil de expresién génica en nueve pacientes. Los
resultados mostraron que la fraccion proliferante presenta una sobre-expresiéon de genes
relacionados con la proliferacion celular, anti-apoptosis y genes involucrados en el dafio oxidativo

en comparacion con las células quiescente.

Este estudio de la complejidad de células dentro del clon tumoral sugiere un modelo sobre la
biologia celular de la LLC. En este trabajo se propone que el clon leucémico contiene un espectro
de células que van desde la fraccidn proliferante, enriquecida en células recientemente divididas
qgue han emigrado del nddulo linfatico, hasta la fraccion quiescente, que se encuentra
enriquecida con células mas viejas y menos vitales que necesitan migrar hacia los nddulos
linfaticos para recibir sefiales de sobrevida o directamente morir (Fig. 6) (Calissano et al. 2011).
Este trabajo resalta una vez mds la importancia del microambiente celular en mantener la
sobrevida del clon tumoral y propone una interesante explicacion a la heterogeneidad

encontrada en la LLC.
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Figura 6. Modelo hipotético del
ciclo de vida de la célula B de LLC.
(1) Las células B de LLC son
activadas a través del BCR o TLRs
en el microambiente tumoral
dentro de los drganos linfoides
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compartment

tiempo, posiblemente debido a la
ausencia de sefiales del microambiente inmunogénico, las células comienzan a re-expresar CXCR4 para volver a los
organos linfoides secundarios. Esto hace que podamos identificar un fenotipo con una expresion intermedia de
ambos marcadores, CXCR4™CD5™ y luego linfocitos B CXCR4™"CD5Y. (3) Las células B de LLC que presentan
CXCR4™"CD5"" tienen una alta capacidad de detectar y reconocer un gradiente de CXCL12 y de esta manera re-
entrar a los tejidos linfoides y recibir sefales de sobrevida. Aquellas células que no son capaces de entrar al tejido
linfoide mueren por agotamiento (extraido de (Calissano et al. 2011).

1.3.2.3 Poblacién proliferante AIDP®® y con un proceso activo de Cambio de Clase en LLC

Un trabajo reciente de nuestro grupo muestra la importancia de otra sub-poblacién dentro del
clon tumoral de la LLC, que se caracteriza por la expresion andmala de la enzima AID (Palacios et
al. 2010). Esta proteina es propia de la célula B, inducida principalmente a través del contacto
entre células T y B via interaccién CD40L-CD40, sin bien hay trabajos que muestran que la
respuesta inmune innata via receptores TLR es capaz de disparar su expresion (Glaum et al.
2009). La expresion fisioldgica de esta enzima es responsable de los procesos de hipermutacion
somatica (HMS) y de cambio de clase (CC) de los anticuerpos en el linfocito B (Kinoshita et al.
2001). Si bien AID es una enzima de vital importancia en el desarrollo del sistema inmune, debido

a su accién mutagénica presenta también un “lado oscuro” (de Yébenes & Ramiro 2006; Kinoshita
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& Nonaka 2006) que la relaciona a la presencia de translocaciones y generacion de linfomas
(Pérez-Duran et al. 2007).

En la LLC, Oppezzo y col. describieron que la enzima AID se expresa de forma andmala en células
leucémicas encontradas en sangre periférica en algunos pacientes con genes IGHV NM, activo
cambio de clase y mal prondstico (Oppezzo et al. 2005). Si bien esta enzima es responsable del
proceso de HMS, contrariamente a lo esperado, aquellos pacientes con sobre-expresion de AID
funcional, son incapaces de mutar sus genes IGHV (Oppezzo et al. 2003). Sin bien el proceso de
CC clonal en las células B de LLC fue descrito tiempo atras (Kimby et al. n.d.; Sthoeger et al. 1989),
trabajos posteriores mostraron que este proceso ocurre principalmente en pacientes con un

perfil NM de sus genes IGHV (Oppezzo et al. 2003; Efremov et al. 1996).

Teniendo en cuenta que la expresién de AID estd asociada con un activo CC en pacientes NM,
nuestro grupo investigo la relacion entre la expresion de AID, el proceso de CC vy la activacién por

parte del microambiente en las células en SP de pacientes de LLC con diferentes perfiles clinicos.

En este trabajo se determind que la expresidon de AID se encuentra mayormente restringida a la
sub-poblacidén de linfocitos B con un activo proceso de CC (IgMP*’1gG"** e 1gGP**) en pacientes NM
y de mal prondstico. Interesantemente, se observé que la sub-poblacién de linfocitos B AIDP®
sobre-expresa moléculas relacionadas con la proliferacion y anti-apoptosis. En particular, en
comparacién con su contraparte del clon tumoral AID"™® IgMP, presenta una sobre-expresidn del
Ag nuclear Ki-67, del oncogen c-myc y de la proteina anti-apoptética Bcl2, asi como una
disminucion del regulador negativo del ciclo celular p27. Estos resultados constituyen una
evidencia de que estas células poseen caracteristicas de células en activa proliferacion. Ademas,
se observd que la sub-poblacidn AIDP®® expresa moléculas relacionadas con la interaccion con el
microambiente en centros proliferantes y la migracion de linfocitos, como son CD49d vy las
guimioquinas CCL3 y CCL4. Esto datos estarian sugiriendo que esta sub-poblacion de células
tumorales ha estado en contacto reciente con un microambiente activador y que la presencia de

dicha sub-poblacién esta fuertemente asociada con la progresiéon leucémica (Palacios et al. 2010).
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Figura 7. Modelo hipotético que
explica el comportamiento
proliferante de de sub-poblacidon
celular de pacientes NM
progresores. (1, 2) La expresion
de miR-22 es inducida a través
de la estimulacion de CD40 luego
de la interacidn de la célula B de
LLC con el microambiente
tumoral de drganos linfoides
secundarios. (3) El miR-22 regula
negativamente a PTEN y PI3K
fosforila y convierte PIP2 a PIP3
que recluta y activa PDK1. (4)
PDK1 fosforila y activa la treonin
protein quinasa AKT (pAKT-

Thr308) que inhibe la actividad
\ del factor de transcripcion
nucleus . . .

/ FOXO1. (5) La inactivacion de
FOXO1 lleva a la regulacién negativa de proteinas invollucradas en el arresto del ciclo celular como p27. (6) La
activacio de la cascada PI3K/AKT dispara la expresidon de Survivina que contribuye a la progresion y proliferacion
celular. AKT también puede activar la cascada NFkB que induce la expresion de AID en la fraccion proliferante de
estos pacientes NM con una LLC que progresa. Extraida de (Palacios et al. 2014).

Con el propdsito de seguir profundizando el conocimiento de estas poblaciones del clon tumoral,
Palacios y col. estudiaron el perfil de expresion génica del sub-grupo de células B proliferantes
AIDP* en comparacidn con su contraparte quiescente del mismo paciente. Los resultados
obtenidos sugieren que la proliferaciéon de esta sub-poblacion esta relacionada con la sobre-
expresion del miR-22, el cual actuaria como molécula clave en la regulacion de la via de
sefializacion fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K)/AKT mediante la regulacion negativa de PTEN
(phosphatase and tensin homolog) en células B de pacientes de LLC (Fig. 7). En este trabajo,
también se muestra que esta via puede desencadenarse por sefiales del microambiente como
CD40L/IL-4 y mas aun, que esta regulacion también estd presente en los nddulo linfaticos de
pacientes NM con progresién de la enfermedad. Todos estos datos, resaltan la importancia de las
interacciones con el microambiente en sostener el pool proliferante en las LLC con rapida

evolucion (Palacios et al. 2014; Palacios et al. 2015).
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1.3.2.4 Poblacién proliferante CD86P* en células de LLC

Un trabajo recientemente publicado por Huemer y col. presenta a una poblacidn positiva para la
molécula de superficie CD86 como una poblacién proliferante que recientemente ha emigrado de
un nicho linfoide (Huemer et al. 2014). Estas células presentan alta expresion de Ki67 y se
encuentran mayoritariamente en la fase G2/M del ciclo celular. En linea con estos resultados, la
poblacién CD86P* se superpone con las células CXCR4“CD5"" previamente descritas por
Callisano y col. (2011) como células altamente proliferantes. Por otra parte, los autores
mostraron que las células CD86"*° presentaban la mayor diversidad sub-clonal a nivel del VDJ asi
como de las regiones “switch” IgM (Su) y una mayor cantidad de focos y-H2AX, lo cual es un
indicativo de un alto nivel de daifno de ADN. Caracteristicas que, segun los autores, podrian ser
originadas por la acciéon de la enzima AID en un nicho linfoide de donde estas células han

emergido recientemente (Huemer et al. 2014).

1.4.0 La Citidina Deaminasa Inducida por Activacion (AID) en la LLC

1.4.1 La enzima AID y sus diferentes funciones

Un gran avance en la inmunologia de la ultima década fue el descubrimiento de la enzima
“citidina deaminasa inducida por activaciéon” (AID del inglés activation-iduced cytidine deaminase)
(Muramatsu et al. 1999). Esta molécula aislada en un proceso de sustraccién entre linfocitos B
con y sin activacién, fue descrita como la Unica molécula indispensable para la iniciacion de los
procesos de Hipermutacién Somatica (HMS) (Yoshikawa et al. 2002) y de Cambio de Clase (CC)
(Okazaki et al. 2002).

A pesar de que el mecanismo de accion de esta enzima no ha sido dilucidado en su totalidad, se
acepta mayormente que AID actua sobre el ADN simple hebra generando mutaciones puntuales
por deaminacién de citidinas en los genes de inmunoglobulinas que se estan transcribiendo

(Bransteitter et al. 2006; Muramatsu et al. 1999).
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Como es de esperar, una enzima capaz de mutar el ADN debe estar altamente controlada y esta
regulacién se da a varios nivele (Fig. 8). El locus ACIDA (que codifica para AID) presenta sitos de
union para numerosos factores de transcripcion (FT). Entre los que se encuentran IRF4 (interferon
regulatory factor 3), BLIMP1 (PR domain containing 1), ID2 (inhibitor of DNA binding 2), E2F (E2
factor) y c-Myb (v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog), quienes ejercen una
regulacidn negativa sobre este gen (Tran et al. 2010; Lee-Theilen & Chaudhuri 2010). Luego de la
estimulacion del linfocito, varios FT incluyendo NFkB, STAT6 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 6), PAX5 (paired box 5), C/EBP (CCAAT-enhancer-binding protein) y E2A
(transcription factor 3) son reclutados al gen ACIDA (Dedeoglu et al. 2004; Oppezzo, Dumas, et al.
2005; Tran et al. 2010; Maul & Gearhart 2010; Lee-Theilen & Chaudhuri 2010). Ademas se ha
descrito una via de control post-trancripcional involucrando al miR-155 y miR-181b en la
estabilidad del mensajero (Teng et al. 2008; de Yébenes et al. 2008). Asi como control post-
traduccional, regulando su actividad a través de su fosforilacion (McBride et al. 2008; Demorest
et al. 2011) y controlando su estabilidad en el citosol a través de la interaccidén con la chaperona

HSP90 (heat shock protein 90 kD) (Orthwein et al. 2010).

Otra estrategia para controlar la actividad de esta enzima es regular su localizacién sub-celular,
manteniéndola en el citoplasma se evita una mutacion generalizada sobre el ADN. En este
sentido, se han descrito mecanismos de exportacién nuclear (Ito et al. 2004; McBride et al. 2004;
Brar et al. 2004), importacion nuclear activa y retencién en citoplasma (Patenaude et al. 2009),
asi como rapida degradacién en el nucleo (Aoufouchi et al. 2008; Hasler et al. 2011). Un
mecanismo de control adicional, el cual aun no es totalmente comprendida, es el esplicing

alternativo del ARNm de AID.

La perdida de alguno o varios de estos mecanismos de control podrian, en un determinado
ambiente celular, convertir a la enzima AID en un activo agente mutagénico (Okazaki et al. 2003).
Por lo que, la enzima AID ha sido relacionada con el origen de muchos sindromes

linfoproliferativos (Pérez-Duran et al. 2007).
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Figura 8. La expresion y actividad de AID se encuentra altamente regulada al nivel transcripcional, post-
transcripcional, pos-traduccional (incluyendo distribucidn nuclear/citoplasmatica y estabilidad) y funcién enzimatica.
Extraida de (Zan & Casali 2013).

1.4.2 Implicancias de AID en el desarrollo tumoral

La mayor parte de las neoplasias linfocitarias son originadas a partir de translocaciones

cromosomicas que pueden activar distintos oncogenes, por ejemplo reuniendo uno de los loci de

Igs con un proto-oncogen, como es el caso de C-myc/IgH en los linfomas de Burkitt, BCL2/IgH en

linfornas no Hodkin’s o BCL6 en los linfomas difusos de células B (Perez-Chacon et al. 2007).

Debido a su accién mutagénica numerosos trabajos involucran la sobre-expresion de AID con la
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generacion de linfomas, relacionando a esta enzima con la presencia de estas translocaciones.
Datos in vivo en un modelo de hyperplasia linfocitaria, muestran que en ausencia de AID, no
existe translocacion del proto-oncogen C-myc (Duquette et al. 2005), mientras que la sobre-
expresion de esta enzima en modelos transgénicos lleva a la generacidon de linfomas T y B
(Okazaki et al. 2003). El mecanismo molecular por el cual AID lleva a la transformacion maligna no
esta del todo claro. Sin embargo, ha sido demostrado que genes distintos a las Ig, tales como
BCL6, CD79B o CD95 son susceptibles de ser mutados por AID (Shen et al. 1998; Pasqualucci et al.
1998; Gordon et al. 2003). Profundizando en este sentido, Liu y col. mostraron que cerca de un
25% de los genes altamente expresados en GC, incluyendo BCL6, CD38, PIM1, PAX5 y MYC entre
otros, experimentan deaminacién mediada por AID y bajos niveles de HMS (Liu et al. 2008). Los
autores demostraron que estos genes no Ig son protegidos de las mutaciones en una célula B
normal por la actividad de reparaciéon de alta fidelidad del sistema de reparacion por escision de
bases (“base-excision repair”, BER). En linea con estos resultados, Yamane y col. realizaron una
inmunoprecipitacion de cromatina y secuenciacion masiva (CHIP-seq) para AID a partir de células
B de raton activadas in vitro y propusieron que AID es reclutada a lo largo de todo el genoma por
la polimerasa Polll, induciendo bajos niveles de hipermutacion en dichos genes blancos de AID
(Yamane et al. 2011). Por otra parte, trabajos recientes del grupo de M. Nussenzweig y de F. Alt,
utilizando la identificacién masiva de translocaciones en el genoma, muestran que ademas de las
mutaciones puntuales, AID es capaz de generar cortes dobles en la hebra de ADN sobre otros
genes que no son de Igs, con la consecuente translocacién cromosdmica (Klein et al. 2011; Chiarle

etal. 2011).

Las consecuencias de la sobre-expresién de AID y su asociacion con el origen de las neoplasias
humanas no han sido aun demostradas directamente. Si bien existe una clara asociacion entre la
desregulacién de la expresidn de AID y un contexto linfoproliferativo queda aun bastante trabajo
a realizar para entender los mecanismos moleculares responsables de la especificidad de AID

(Montamat-Sicotte et al. 2013).
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1.43 AlIDenlaLLC

En la LLC Oppezzo y col. describen por primera vez una sobre-expresién de la enzima AID en
linfocitos B de sangre periférica en pacientes de mal prondstico (Oppezzo et al. 2003). La
caracterizacion clinica y molecular de estos pacientes con mal prondstico permitid observar la
presencia de un clon tumoral minoritario con un activo proceso de CC a IgG y/o IgA vy
correlacionar la presencia de este proceso con la expresién andémala de AID en SP. Si bien esta
enzima es responsable del proceso de HMS, contrariamente a lo esperado, aquellos pacientes
con sobre-expresién de AID presentan un perfil NM de sus genes IGHV. Estudios adicionales
mostraron que esta enzima AID, era funcional para el proceso de CC, a pesar de que el proceso de
HMS seguia blogueado. A partir de estos resultados se propone que AID podria actuar en forma
diferencial para ambos procesos probablemente a través de la presencia de co-factores
especificos, aun desconocidos para ambos eventos (Oppezzo et al, 2003). Sin embargo, un trabajo
reciente muestra como la enzima AID producida luego de la estimulacién in vitro tanto de
pacientes NM como Mut de LLC, es totalmente funcional, asociando la expresion de la proteina
con los procesos de CC y HMS de novo (Patten et al. 2012). Por otra parte, Huemer y col.
muestran en pacientes NM con expresion de AID que si bien encuentran una rearreglo VDJ
dominante, se observa una diversidad de secuencia intraclonal importante a nivel del VDJ asi
como de las regiones “switch” IgM (Su). Estos resultados evidencian actividad de AID in vivo
durante la progresién de la enfermedad y sugieren un papel importante de esta enzima en la

evolucién clonal en la LLC (Huemer et al. 2014).

Al dia de hoy, numerosos trabajos han ratificado la asociacion de AID con un mal prondstico de la
enfermedad y con un perfil citogenético adverso (Leuenberger et al. 2010; Hancer et al. 2011;
Patten et al. 2012; Gelmez et al. 2014; Huemer et al. 2014) pero las implicancias directas de esta

enzima en la progresion de la enfermedad no ha sido aun demostrada.
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1.4.4 Rol de AID en la desmetilacion del ADN

Recientemente, se le ha atribuido una nueva e interesante funcion a esta enzima tan particular.
Ademas de su rol en la maduracién de la afinidad, en el cambio de clase de anticuerpos y en la
generacion de linfomas (Okazaki et al. 2003), y si bien al dia de hoy es un tema controversial, esta
enzima ha sido implicada en la desmetilacion activa del ADN. Pocos afios atrds, investigaciones de
grupos independientes involucraron a AID en la desmetilacién del ADN en tres paradigmas:
reprogramacion epigenética en heterocariontes utilizando células madre embrionarias de ratén
(Bhutani et al. 2010), desmetilacién en embriones de zebrafish (Rai et al. 2008) y desmetilacién
global en células germinales primordiales de ratéon (Popp et al. 2010). Estos trabajos impulsaron
el estudio sobre esta nueva funcién de AID en multiples sistemas, y hoy en dia es un area de

intensa investigacion.

Décadas atras el grupo de Petersen-Mahrt fue de los primeros en documentar, en experimentos
in vitro, la capacidad de AID para deaminar citocinas metiladas (5mC) y sugirid que la
desregulacién de AID, y otros miembros de la familia APOBEC, en tejidos poluripotentes podrian
jugar un rol en la reprogramacién empigenética durante el desarrollo (Morgan et al. 2004). Rai y
col. siguiendo esta hipdtesis y utilizando el modelo de zebrafish, mostraron que la desmetilacion
de fragmentos de ADN inyectados en embriones, asi como de todo el genoma, ocurre de manera
dependiente de los niveles de AID/APOBEC. Por otra parte, mostraron como el silenciamiento de
AID/APOBEC provoca la pérdida de neuronas en los embriones, debido en parte al aumento en la
metilacion del promotor neurod2, presentando asi la primera evidencia del rol epigenético de AID

(Rai et al. 2008).

Un trabajo de Bhutani y col. utilizando heterocariontes, permitié la identificacion de la
desmetilacion mediada por AID como un proceso clave para la reprogramacién nuclear hacia
células pluripotentes (Bhutani et al. 2010). Los autores mostraron que el silenciamiento del
ARNm de AID humano y murino 24 horas antes de la fusidn, inhibid la expresién de los genes
Oct4 y Nanog, lo cual se correlaciond con una disminucion de la desmetilacion de sus

promotores. La desmetilacién de estos genes mediada por AID fue corroborada por un estudio
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reciente en heterocariontes de fibroblastos y células madre (Sabag et al. 2014). Sin embargo, otro
trabajo realizado en un sistema de heterocariontes similar infiere que AID no seria necesaria para

la activacion de los genes Oct4 y Nanog (Foshay et al. 2012).

Las células germinales primordiales (CGP) también experimentan un proceso de reprogramacion
epigenética, incluyendo desmetilaciéon del ADN, que es fundamental para la adquisicion de
pluripotencialidad durante el desarrollo de la linea germinal (Hajkova et al. 2002; Sasaki & Matsui
2008). Popp y col. demostraron, mediante secuenciacion masiva de ADN tratado con bisulfito,
que el genoma de CGP de ratén que ya han sido completamente reprogramadas se encuentra
extensamente desmetilado y que en ratones AID-/- el nivel de ADN metilado aumenta,
principalmente en intrones y elementos repetidos y en menor medida en exones pero no asi en

regiones promotoras (Popp et al. 2010).

El rol de AID en la reprogramacién del genoma también ha sido investigado en la generacion de
células madre pluripotenciales inducidas (CMPi), las cuales son generadas por transduccion de
células diferenciadas con vectores que codifican para los factores de transcripcion OCT4, KLF4,
SOX2 y cMYC. Interesantemente las investigaciones en esta area son controversiales, mientras
gue Bhutani y col. concluyen que AID es necesaria en la fase temprana de la reprogramacion, los
resultados obtenidos por Kumar y col. evidencian que AID seria requerida para el mantenimiento
de la pluripotencialidad (Bhutani et al. 2013; Kumar et al. 2013). Por otra parte, dos publicaciones
recientes muestran que AID no seria necesaria para obtener CMPi estables y que su sobre-
expresidn no aumentaria la eficiencia de reprogramacion (Habib et al. 2013; Shimamoto et al.

2014).

En resumen, si bien los hallazgos no han podido ser siempre replicados, como es el caso de los
estudios en heterocariontes y células madre pluripotenciales inducidas, los estudios en células no
linfoides han generado datos que apoyan el rol de AID en procesos que involucran una activa
desmetilacion del ADN. Las evidencias de una desmetilacién global del genoma son limitadas

pero no hay dudas de que AID puede estar involucrada en eventos de desmetilacién de genes
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especificos relacionados con la diferenciacion de células no linfoides (revisado en (Ramiro &

Barreto 2015)).

Relaciéon entre AID y metilacion del ADN en Linfocitos B

Si bien AID es expresada en altos niveles en las células B de centros germinales, hasta la fecha se
han realizado pocos estudios sobre el rol epigenético de AID en el linfocito B activado (Shaknovich
et al. 2011; Fritz et al. 2013). Varios estudios han establecido un vinculo entre la HMS vy la
hipometilacion del ADN (Zan & Casali 2013; Larijani et al. 2005; Jolly & Neuberger 2001). Regiones
localizadas cerca de los potenciadores intrénicos J-C se encuentran metilados en células
somaticas pero estan demetilados en células B (Fraenkel et al. 2007; Storb & Arp 1983). En el
mismo sentido, Jolly y Neuberger demostraron que la regién Jk5 se encuentra altamente metilada
en ADN de cola de ratéon y por el contrario esta totalmente desmetilada en las células B de
centros germinales (Jolly & Neuberger 2001). Estos autores, estudiando el transgen Igk y
analizando el locus Jk5 fueron capaces de demostrar que el nivel de desmetilacidn se correlaciona
con el grado de HMS: solo los loci desmetilados evidencian mutaciones. Estos resultados llevaron
a los autores a proponer que tanto la transcripcién como la desmetilacion son requeridas por la
HMS y por ende para el reclutamiento de AID. Hoy en dia se podria proponer que es igualmente
posible que la desmetilacién sea una consecuencia de la actividad deaminasa de AID, la cual

introduce mutaciones que son rapidamente reparadas.

Recientemente se han realizado varios estudios que apunta a estudiar la metilacién a nivel global
del genoma en el lifocito B. Empleando microarreglos de ADN, Shaknovich y col. analizaron el
perfil de metilacion de ADN de células B naive y de centro germinal, demostrando que los loci
hipometilados en células de centro germinal estaban significativamente asociados con motivos de
reconocimiento de AID del tipo RGYW (Shaknovich et al. 2011). En el mismo sentido, los
experimentos de CHIP-seq que identificaron sitios de unién para AID (Yamane et al. 2011)
proporcionaron otra linea de evidencia de la relacidn entre AID y la hipometilacion del ADN en el

linfocito B.
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Por otra parte, Fritz y col. realizaron experimentos ex vivo utilizando ratones Aicda -/- vy
reportaron que la ausencia de AID no afecta el metiloma de células B del bazo estimuladas con
lipopolisacaridos, IL-4 y anti CD40. Sin embargo, los autores no excluyen la posibilidad de que AID
pueda actuar desmetilando el ADN in vivo (Fritz et al. 2013). En el mismo sentido, el estudio
llevado a cabo por Hogenbirk y col., no encontré metilacion dependiente de AID en células B
aisladas de centros germinales de ratones inmunizados, las cuales expresan altos niveles de AID
(Hogenbirk et al. 2013). Sin embargo, es posible que en ninguno de los dos estudios se alcanzara
la resolucion de secuenciacion necesaria para identificar eventos de desmetilacion en genes

especificos que estuvieran ocurriendo solo en una fraccion de las células analizadas.

Por lo tanto, pareceria que mejores herramientas y otros abordajes experimentales son
necesarios para dilucidar el rol de AID en el proceso normal de desmetilacion del ADN que ocurre
en células B durante su transito a través del centro germinal o un microambiente tumoral

activador.

Mecanismos propuestos para la desmetilacién activa del ADN

El primer modelo de desmetilacién activa de la 5mC fue descrito en embriones de zebrafish y
propone que la conversion de la 5mC a timina a través de la actividad deaminasa de AID genera
un “mismatch” T:G que es reparado por MBD4 (thymine glycosylase methyl-CpG binding domain
protein 4), una de las glicosidasas del sistema de reparacién por escision de base (BER) (Fig. 9).
Ademas, proponen que es necesaria la cooperacion con GADD45a (growth arrest and DNA
damage-inducible 45a), la cual probablemente actia como una proteina puente entre AID vy
MBD4 (Rai et al. 2008). La formacién de un complejo conteniendo AID, GADDA45 y otra glicosidasa
de ADN, TDG (thymine DNA glycosylase), fue observado en un estudio independiente empleando

células HEK293 (Cortellino et al. 2011).

El descubrimiento de la familia de proteinas TET (ten-eleven translocation), que pueden oxidar la
5mCy convertirla en 5-hidroximetil-2-deoxicitidina (5hmC) (Kriaucionis & Heintz 2009; Tahiliani et
al. 2009), permitio la identificaciéon de otro posible mecanismo de desmetilacién activa del ADN

(Wu & Zhang 2010). Se ha propuesto, que la conversiéon de la 5mC a 5hmC por TET1 inicia el
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proceso. Los eventos bioquimicos sucesivos no han sido totalmente dilucidados, una posibilidad
es que la 5hmC continte oxiddndose a 5-formil-C (5fC) y 5-carboxil-C (5caC), que pueden ser
escindidas por glicosidasas y remplazadas por C (Kohli & Zhang 2013; Huang & Rao 2014). Otra
posibilidad es que la 5hmC sea deaminada por AID/APOBEC y se prosiga con la via BER, que lleva
finalmente a la desmetilacion del ADN (Guo et al. 2011). Este modelo fue posteriormente
cuestionado, dado que el analisis bioquimico de la actividad enzimatica de AID indicd que la
eficiencia de deaminacidn de la 5mC es diez veces menor en comparaciéon con la Cy no se detecta

actividad sobre la 5hmC in vitro (Rangam et al. 2012; Nabel et al. 2012).
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Figura 9. Vias propuestas para la desmetilacion activa del ADN. Es probable que el paso 1 de la
desmetilacién involucre la modificacion de 5mC a través de su deaminacion (AID, APOBEC) o
hidroximetilacidon (TET). Estas bases modificadas son removida por glicosidasas, las cuales generan un
acido apirimidinico (paso 2) que es subsecuentemente removido por el sistema de reparacion por escisién
de bases y sustituido por una citosina (paso 3). Debe ser notado que la 5hmC puede ser oxidada a 5fmC o
5caC, la cuales pueden también ser removidas por glicosidasas (no se muestra). Imagen extraida de
(Bergman & Cedar 2013).
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Teniendo en cuenta estos estudios, el grupo de Petersen-Mahrt recientemente propuso un
modelo alternativo en el que las C metiladas no tienen que ser blancos directos de AID para ser
desmetiladas (Franchini et al. 2014). Utilizando un ensayo in vitro, este estudio propone que la
deaminacién de C (o 5mC) a U (o T) por AID puede promover la activacion de la ADN polimerasa
procesiva, la cual es capaz de introducir hasta 2kb de ADN simple hebra. Como resultado, podria
haber una desmetilacién en una region extensa del ADN en torno a la lesion original y la
desmetilacion de 5hmC puede ocurrir de manera independiente de la deaminacién producida por
AID (Franchini et al. 2014). Sin embargo, la relevancia fisioldgica de ese modelo aun debe ser

confirmada.

Basado en los resultados antes mencionados, parece razonable concluir gue ambos mecanismos,
dependiente de AID y de las proteinas TET, participan en la desmetilacién activa del genoma (Fig.
9). Se requiere mas investigacion para determinar hasta qué punto estos mecanismos estan
interconectados o cual de ellos es preferencialmente activado dependiendo de las necesidades

de la célula.

1.5.0 Metilacion de ADN en LLC

Las modificaciones epigenéticas, incluyendo la metilacion aberrante del ADN, han mostrado jugar
un rol importante en la tumorogénesis, donde la hipometilaciéon global del genoma vy la
hipermetilacién en promotores de genes supresores de tumores son caracteristicas de muchos
canceres (Eden et al. 2003). La caracterizacion de los patrones de metilacion de genes
individuales en la CLL, aunque limitada, evidencid la capacidad de la metilacién del ADN para
influir sobre la funcién de genes con importancia clinica y bioldgica en la LLC. Estos resultados
iniciales han promovido la investigacidn sobre la metilacién en todo el genoma, en busca de
obtener un mapa global de metilacidn asi como determinar el papel que la metilacion del ADN

pueda tener fuera de las tradicionales islas CpG de los promotores génicos (Fig. 10).
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En el primero de estos estudios, usando la técnica “Restriction Landmark Genomic Scanning”,
observaron que del 2% al 8% de las islas CpG se encontraban metiladas de forma anormal en LLC
en comparacion con los controles normales y que los eventos de metilacion mostraban una
distribucién no azarosa (Rush et al. 2004). Sin embargo, la técnica empleada solo abarca 3.000

islas CpG y no brinda un cubrimiento completo de genoma.

Desde entonces, una serie de estudios basados en microarreglos de ADN, cada vez con mayor
resolucion y mayor numero de CpG evaluadas, han sido publicados en LLC. Empleando dos
microarreglos diferentes, Rahmatpanah y col. identificaron mas de 100 genes hipermetilados en
LLC en comparacion con células B normales (Rahmatpanah et al. 2009). Algunos de estos genes
segregaron de acuerdo con el nivel de expresién de CD38. Por ejemplo, NRP2, SFRP2 y ADAM12
se encontraron preferencialmente metilados en pacientes con niveles altos de CD38 (mal
prondstico), mientras que la metilaciéon de DLEU7 se encontrd en pacientes con baja expresion de

CD38 (buen prondstico).

Otros estudios basados en microarreglos han identificado patrones de metilacion caracteristicos
en ciertos sub-grupos prondtico en LLC. Tong y col. documentaron 280 genes con metilacion
aberrante en pacientes de mal prondstico con delecién 17p (Tong et al. 2010). Por su parte, el
grupo de Rosenquist identificd patrones de metilacion diferencial asociados a pacientes NM con
mal prondstico y a pacientes Mut con prondstico favorable (Kanduri et al. 2010). Entre los genes
diferencialmente metilados encontraron genes supresores de tumor, genes que participan en
la proliferacion celular y en la progresion tumoral. Posteriormente, usando el mismo tipo de
microarreglo, Kanduri y col. compararon el perfil de metilacidon de tres grupos paradigmaticos en
la LLC agrupados segun su estereotipo de BCR: grupos con mal prondstico #1 (IGHV1/5/7/ IGKV1-
39) y #2 (IGHV3-21/IGVL3-21) y el grupo con buen pronédstico #4 (IGHV4-34/IGKV2-30),

encontrado distinto perfil de metilacion para cada uno de ellos (Kanduri et al. 2012).

Estudios masivos de metilacion en LLC han mostrado una regulacidon alterada de la via de
sefializacion WNT a través de la metilacion aberrante de diferentes genes de esta via (Liu et al.

2006; Chim et al. 2008; Moskalev et al. 2012; Pei et al. 2012)
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Mas recientemente, empleando un microarreglo de 450K, que interroga 485.000 sitios CpG, Cahill
y col. identificaron un grupo de genes pronéstico (CLLU1, LPL, ZAP-70 y NOTCH1), asi como
reguladores epigenéticos (HDAC9, HDAC4), el gen de sefializacion en células B IBTK y numerosas
moléculas involucradas en las vias TGF-B y NFkB/TNF que mostraron diferente patrén de
metilacion entre LLC con IGHV Mut y NM (Cahill et al. 2013a). En este mismo trabajo, se evidencia
gue la metilacion del ADN en la LLC parece ser estable en el tiempo y similar en células derivadas
de un microambiente proliferante como es un nddulo linfatico y un ambiente de no proliferacion

como es la sangre periférica.

El desarrollo de la tecnologia de secuenciado masivo, NGS (next gereration sequencing), ha
permitido superar las limitaciones de los microarreglos y tener una cobertura completa del
genoma. Un trabajo en el que se combinan el uso de secuenciacién masiva de ADN tratado con
bisulfito y microarreglos de alta densidad para el estudio de 139 pacientes de LLC y células B
normales, constituye el analisis mas amplio del metiloma de LLC realizado hasta el momento
(Kulis et al. 2012). Este trabajo describe una hipometilacion global del cuerpo de los genes, y a
pesar de encontrar una correlacion limitada entre la metilaciéon del ADN vy la expresidon génica,
pudieron establecer tanto correlaciones negativas como positivas entre la metilacién del cuerpo
de ciertos genes y su nivele de expresidn. Este trabajo confirma la existencia de diferencias de
metilacion global entre LLC Mut y NM, mayormente afectando regiones potenciadoras de los
genes. Es interesante destacar, que estos cambios en la metilacidon se parecen a los cambios
encontrados entre las células B naive y memoria, sugiriendo por lo tanto la primera como la
célula de origen para las LLC NM, siendo las células B de memoria propuestas como los

precursores de las LLC Mut (Queirds et al. 2014).

Con el objetivo de profundizar en la naturaleza de las alteraciones epigenéticas en la LLC,
recientemente se ha intentado describir la heterogeneidad de metilacion de ADN dentro del clon
tumoral. El analisis de 104 pacientes de LLC y 26 muestras de células B normales mediante
secuenciacion por bisulfito de representacion reducida (reduced representation bisulfite
sequencing, RRBS) evidencid que las células de LLC presentaban mayor variabilidad intra-muestra

en los patrones de metilacion, la cual provenia del “desorden estocdstico” que se da en la
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metilacion en las células cancerosas (Landau et al. 2014). Niveles elevados de heterogeneidad en
la metilacion a nivel intra-tumoral se correlacionan con una evolucion clinica desfavorable. Por lo
gue éste y otros trabajos proponen entonces, que esta heterogeneidad en la metilacién dentro
del clon tumoral juega un rol similar al de la inestabilidad genética, potenciando la capacidad de
las células cancerosas de alcanzar destinos evolutivos mas adversos (Landau et al. 2014; Oakes et

al. 2014).
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Figura 10. llustracion de factores epigenéticos que configuran el metiloma ADN en la LLC. Este esquema detalla: (1) la
posible ocurrencia temporal y el papel de la metilacion del ADN en la patogénesis de CLL, (2) el silenciamiento por
hipermetilacién del ADN de genes supresores de tumores (TSGs), (3) hipometilacion del ADN que lleva a inestabilidad
gendmica, (4) la desregulacién de reguladores y maquinaria epigenética a través de la metilacién aberrante y (5) la
interelacion entre la metilaciéon del ADN y otros factores microambientales/epigenéticos. (Extraida de Cahill &
Rosenquist 2013)

1.5.1 Metilacion del ADN a nivel de genes especificos en la LLC

Los estudios realizados sobre el estado general de metilacién del ADN en la LLC han demostrado

en su mayoria una hipometilacién del genoma en relacién al linfocito B normal y particularmente
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de secuencias repetitivas, como ALU, LINE y SATa (Wahlfors et al. 1992; Stach 2003). Sin
embargo, el analisis detallado de algunos genes en particular muestra que en la LLC existe tanto
un perfil diferencial de hipermetilacién como de hipometilacién con respecto al perfil de los

mismos genes en un linfocito B normal.

Dichas diferencias han sido estudiadas extensamente aunque su correlacion e importancia con la
progresion de la enfermedad sigue necesitando de estudios prospectivos mds detallados. A modo
de ejemplo se citan algunos genes hipermetilados en LLC como la quinasa DAPK1 (death-
associated protein kinase 1) (Raval et al. 2007), el inhibidor de diferenciacion ID4 (inhibitor of
DNA binding protein 4) (Yu et al. 2005; Chen et al. 2011) y los factores de transcripcion HoxA4
(homeobox A4) (Strathdee et al. 2006) y TWIST2 (twist family bHLH transcription factor 2) (Raval
et al. 2005).

En cuanto a los genes hipometilados podemos resaltar el gen anti-apoptdtico BCL2 (Hanada et al.
1993), el de la ornitina descarboxilasa que es un regulador del oncogen MYC (Lipsanen et al.
1988), MDR1 (multiple drug resistance gene) (Kantharidis et al. 1997) y el de tres genes usados
como marcadores de la progresiéon de la enfermedad como son TCL1, ZAP-70 y NOTCH1 (Yuille et
al. 2001; Corcoran et al. 2005; Cahill et al. 2013a). Finalmente, también se ha mostrado una clara
correlacidon entre el estado de metilacion de varios de estos genes y el perfil mutacional de los
genes IGHV (Raval et al. 2005), lo que indirectamente relaciona el perfil de metilaciéon con la
progresion de la enfermedad. En el caso de ZAP-70, un trabajo reciente propone que la
determinacion del estado de metilacion de sitios CpG especificos podria ser utilizado como un
método prondstico alternativo que muestra una buena correlaciona con la expresion del gen y
con la evolucion clinica (Corcoran et al. 2005; Chantepie et al. 2010; Claus et al. 2012; Cahill et al.

2013).

En el mismo sentido de estos trabajos, esta tesis doctoral ha realizado importantes avances
analizando el estado de metilacion de otro marcador prondstico relevante en la LLC como es LPL.
Resultados obtenidos en esta tesis nos permitieron describir por primera vez que la expresion de

LPL, se encuentra regulada por un proceso de metilacion diferencial en donde la hipometilacion

53



del promotor de este gen se correlaciona con un aumento de su expresién, con un perfil NM de
IGHV y con la progresién de la enfermedad (Abreu, Moreno et al. 2013; Moreno, Abreu et al.

2013).

La metilacion aberrante de promotores en LLC también afecta la expresién de varios miRNAs
(revisado por (Cahill & Rosenquist 2013), incluyendo miR15a/16-1 y miR29 (Baer et al. 2012). En
el mismo sentido, la desmetilacién del promotor de los dos IncRNAs (large non coding RNAs)
localizados en la regién 13q14 comunmente deletada en LLC (que también involucra los
miR15a/16-1) parece actua en cis provocando la disminucidn de la expresion de un gen vecino

supresor de tumor que modula la via NFkB (Sampath et al. 2012).

1.6.0 Estudios protedmicos en la LLC

El estudio de proteinas expresadas de forma anémala en células B tumorales puede permitir la
identificacién de moléculas con potencialidad para ser usadas en la prediccién o terapia de la

enfermedad.

Desde los estudios iniciales del contenido protedmico de la LLC en los afios 70 (Andersson 1976),
el progreso en las técnicas de analisis preotedmico, especialmente en la electroforesis en 2
dimensiones (2D-PAGE), ha permitido la comparacion de perfiles proteédmicos de diferentes sub-

grupos dentro de la LLC cada vez con mayor resolucion.

Voss y col. demostraron por primera vez en pacientes de LLC una correlacion entre el perfil
protéico global y parametro clinicos. En particular mostraron que pacientes que presentaban
menor tiempo de sobrevida con del(11g22-g23) o del(17p13) en comparacidon con pacientes con
del(13q14), presentaban niveles elevados de la proteina HSP27 (heat shock protein 27) y niveles
disminuidos de tioredoxina perdoxidasa | y disulfuro isomerasa (PDI), enzimas que pueden estar
asociadas con resistencia a drogas (Voss et al. 2001). Cochran y col. analizaron el proteoma de 12

pacientes de LLC mediante 2D-PAGE asociada a espectrometria de masa (MS), encontrando que
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las proteinas CapZB (F-actin-capping protein B subunit), 14-3-3B y la “laminin-binding protein
precursor” estaban significativamente aumentadas en pacientes Mut de LLC en comparacién con
pacientes NM. Sin embargo, no se detectaron diferencias especificas entre pacientes CD38
positivos y negativos (Cochran et al. 2003). Empleando la misma metodologia, Scielzo y col.
evidenciaron que pacientes Mut y NM difieren en la expresion de la proteina HCLS1
(hematopoietic lineage cell-specific protein 1) (Scielzo et al. 2005). Esta proteina ha mostrado
tener un rol central en el tréfico y “homing” de la célula B de LLC (Scielzo et al. 2010). Por su parte
Rees-Unwin y col. encontraron a la proteina nucleofosmina 1 (npm 1) como la proteina mas
diferencialmente expresada, presentando mayores niveles en pacientes NM (Rees-Unwin et al.

2010).

La hiper-reactividad del BCR desempefia un papel fundamental en la supervivencia de las células
de CLL, por lo que esta via también ha sido estudiada desde un enfoque protedmico con el
objetivo de encontrar moléculas con relevancia clinica en la enfermedad. Perrot y col. evaluaron
el perfil protedmico de células de pacientes Mut y NM luego de la estimulacion de su BCR con
anti-IgM. En este trabajo empleando la técnica 2D-DIGE (2 dimensional flourescence differential
gel electrophoresis) acoplada a MS encontraron que esta estimulacion induce una respuesta
protedmica especifica, siendo mds pronunciada en las LLC mds agresivas (Perrot et al. 2011). En
un trabajo de similares caracteristicas publicado recientemente, se describido que la proteina
kininogen era significativamente sobre-expresada luego de la activacion con anti-IgM (Kashuba et

al. 2013).

Otra estrategia experimental utilizada en los estudios protedmicos es el empleo de cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de masa. Utilizando esta metodologia, Boyd y col. evaluaron
las proteinas de la membrana plasmatica de células de LLC en busca de proteinas caracteristicas
de las células leucémicas, identificando la proteina MIG2B (fermitin family member 3), que
colocaliza con integrinas en complejos de adhesion célula-matriz y BCNP1 (B-cell novel protein #1)

una proteina de funcién desconocida hasta el momento (Boyd et al. 2003).

Empleando técnicas similares, pero incorporando el uso del reactivo cICAT (acid-cleavable
Isotope-code Affiniti Tag) que permite adicionar una cromatografia de afinidad, Barnidge y col.

analizaron las proteinas citosdlicas y de membrana de pacientes Mut y NM de LLC. En este
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estudio se identificaron 13 proteinas diferencialmente expresadas entre pacientes Mut y NM, de
las cuales mediante western blot se confirmd la sobre-expresidn en los pacientes Mut de la

proteinas COX G (cytochrome c osidase subunit G) (Barnidge et al. 2005).

Se ha continuado explorando esta tecnologia en estudios protedmicos en LLC. Dos trabajos
recientes, incorporan una paso extra que permite realizar analisis cuantitativos marcando las
proteinas previamente con el reactivo iTRAQ (Alsagaby et al. 2014; Eagle et al. 2015). Ambas
publicaciones comparan el proteoma de pacientes Mut y NM encontrado diferencias en
numerosos genes. Las proteinas diferenciales encontradas por Eagle y col. sugieren que las
células de pacientes NM migran menos y son mas adherentes que las células Mut de LLC, lo cual
provocaria su retencién en los nddulos linfoides donde estas células estan expuestas estimulos de
proliferacién (Eagle et al. 2015). A continuacién se muestra un esquema donde se indican todas
las proteinas relacionadas con la migracion de la célula de LLC que fueron encontradas por Eagle
y col. alteradas en pacientes NM vs Mut (Fig. 11). llustrando la informaciéon que pueden proveer

los analisis protedmicos sobre el comportamiento y fisiologia de las células de LLC.

Figura 11. Diagrama esquemadtico ilustrando
factores involucrados en la migracion del
linfocito hacia nddulos linfoides, su retencién y
salida. Se ilustran los pasos principales, en los
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Como ha sido descrito en esta introduccion, al dia de hoy continta siendo importante para la LLC
profundizar el conocimiento sobre moléculas relevantes para la proliferacion y sobrevida del clon
leucémico. Por una parte, buscando nuevos marcadores que permitan predecir la evolucion de
esta patologia tan heterogénea, e igualmente relevante, intentar comprender los mecanismos
moleculares que regulan la expresion de estas moléculas y cudl es su rol bioldgica en la célula
tumoral. Es asi, que la presente tesis de doctorado se centrd en intentar aportar conocimiento
sobre los mecanismos moleculares que regulan la expresion de LPL, uno de los marcadores de
progresion ampliamente validado en la LLC. Por otra parte, en la busqueda de nuevos marcadores
de agresividad en la LLC es que nos concentramos en el estudio de una sub-poblacion proliferante
del clon tumoral recientemente descrita por nuestro grupo de trabajo. Esta sub-poblacion,
presente en pacientes NM con mal prondstico, sobre-expresa la enzima AID. Esta enzima con
capacidad mutagénica, recientemente también se la ha adjudicado un rol en la desmetilacion
activa del ADN, por lo cual consideramos interesante estudiar el perfil global de metilacion de
ADN de la poblacion proliferante y su contraparte quiescente. La expresion diferencial de genes en
estas dos poblaciones a nivel de ARNm ya ha sido estudiada por nuestro grupo de trabajo. Sin
embargo, dado que existen diversos mecanismos que permiten o no a esa molécula de ARNm
traducirse a proteina, entendimos interesante estudiar también las proteinas diferencialmente

expresadas en ambas poblaciones.
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2 OBJETIVOS

Debido a la gran heterogeneidad en la evolucion de los pacientes de LLC y la resistencia a la
terapia que alguno de ellos presentan, la busqueda de moléculas con potencialidad de ser buenos
marcadores prondstico asi como posibles blancos terapéuticos es un tema de intensa
investigacion en la LLC. Entre las moléculas con valor prondstico que han sido descritas en la LLC,
el nivel de ARNm de LPL se ha consolidado como un excelente predictor de la evolucién clinica.
Observandose altos niveles de expresion en pacientes NM con mal prondstico de la enfermedad.
Sin embargo, el rol funcional de su sobreexpresién en la patogénesis de esta leucemia aln no ha

sido dilucidado, asi como tampoco los mecanismos moleculares que regulan su expresion.

La regulaciéon de genes supresores de tumores asi como de genes que le dan una ventaja selectiva
a las células tumorales puede darse a través de multiples mecanismos. No obstante, la regulacion
mediante modificaciones epigenéticas ha mostrado jugar un rol importante en la tumorogénesis
de muchos canceres, incluida la LLC. Sorprendentemente la hipermetilacion de promotores es al
menos tan comuin como la disrupcién por mutaciones de los clasicos genes supresores de
tumores en humanos. Cerca del 50% de los genes que causan formas familiares de cancer cuando
son mutados en la linea germinal se sabe que sufren silenciamiento asociado a la metilacion en

varias formas esporadicas de cancer.

Mas alla del estudio de moléculas concretas, hoy en dia diferentes grupos de investigacién estan
estudiando distintas sub-poblaciones con caracteristicas proliferantes dentro del clon tumoral
gue estan relacionadas con la progresién y el mal prondstico en la LLC. Y que a su vez, podrian ser
responsables de la sobre-expresion de numerosos marcadores moleculares de agresividad
tumoral en estos pacientes de LLC. En este sentido, en un trabajo previo de nuestro grupo se
describié una poblacién proliferante dentro del clon tumoral de la LLC correspondiente a un sub-
grupo de células B que con un activo proceso de cambio de clase (CC) sobre-expresan la enzima
AID. Esta sub-poblacién tumoral es encontrada principalmente en pacientes NM, con una alta

progresion de la enfermedad. En cuanto a esta enzima, ademas de su papel fundamental en los
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procesos de HMS y CC y su capacidad mutagénica, recientemente se le ha adjudicado un rol en la

desmetilacion activa del ADN.

Tomando en cuenta los antecedentes antes mencionados en el drea de la LLC, la importancia de
la metilacion en el cancer y finalmente las distintas funciones e implicancias de la expresién de
AID en el linfocito B, es que planteamos el siguiente objetivo general y objetivos especificos para

esta tesis de doctorado.

Objetivo general

Caracterizacion de marcadores de proliferacion tumoral y/o posibles blancos terapéuticos
relacionados a la progresion de la Leucemia Linfoide Cronica

Objetivos Especificos

I- Profundizar el conocimiento sobre los mecanismos moleculares responsables de la alta
expresion del marcador prondstico LPL en la célula B leucémica de pacientes
progresores.

1I- Identificar posibles blancos terapéuticos y/o moléculas implicadas en la proliferacion
tumoral a través del analisis del perfil de metilacion de ADN de una poblacién
proliferante encontrada en pacientes de LLC con mala evolucion clinica.

- Identificar posibles blancos terapéuticos y/o moléculas implicadas en la proliferaciéon
tumoral a través del analisis del perfil proteédmico de una subpoblacion proliferante en
la LLC.
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3 RESULTADOS

3.1 Mecanismos moleculares responsables de la alta expresion del marcador
pronostico LPL en la célula B leucémica de pacientes de LLC con mal prondstico
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Abstract

Among different prognostic factors in chronic lymphocytic
leukemia (CLL), we previously demonstrated that lipoprotein
lipase (LPL) is associated with an unmutated immunoglobulin
profile and clinical poor outcome. Despite the usefulness of
LPL for CLL prognosis, its functional role and the molecular
mechanism regulating its expression are still open questions.
Interaction of CLL B-cells with the tissue microenvironment
favors disease progression by promoting malignant B-cell
growth. Since tissue methylation can be altered by environmental
factors, we investigated the methylation status of the LPL gene
and the possibility that overexpression could be associated with
microenvironment signals. Our results show that a demethylated
state of the LPL gene is responsible for its anomalous expression
in unmutated CLL cases and that this expression is dependent
on microenvironment signals. Overall, this work proposes that
an epigenetic mechanism, triggered by the microenvironment,
regulates LPL expression in CLL disease.

Keywords: CLL, methylation, prognostic factors

Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a heterogeneous
disease, with survival ranging from months to decades.
The development of the Rai and Binet staging systems has
allowed the division of patients with CLL into three prognos-
tic groups: good, intermediate and poor prognosis. The two
staging systems have improved the identification of patients
who need immediate treatment. However, neither the Rai nor
the Binet staging system can predict which patients among
the good prognosis group will have progressive disease [1].
Major progress has been made to identify molecular and
cellular markers that predict disease progression in patients
with CLL. Among these markers, cytogenetic abnormalities

including 11q or 17p deletions in the leukemic B cells, or the
presence of an unmutated (Um) status of the immunoglobu-
lin heavy chain genes (IGHV), are the better predictors of
rapid progression and shorter survival [1].

Gene-expression profiling (GEP) has introduced a new
dimension into our understanding of CLL biology and clini-
cal behavior. Results from GEP in CLL led us to propose that
aberrant overexpression of the lipoprotein lipase (LPL) gene
is a surrogate marker of the mutational status of IGHV [2].
This observation was extensively confirmed by other groups
[3-7]. Thus, LPL mRNA overexpression is currently demon-
strated to be associated with Um status and clinical poor out-
come, and also it appears to be the most powerful prognostic
tool among RNA-based markers in CLL [8].

Previous work suggests a role for LPL expression in CLL
disease, not only in gene expression changes but also in
functional pathways related to fatty acid degradation and
signaling, which may influence CLL cell behavior [9]. Despite
these studies and though the prognostic value of the LPL
gene is well established, the functional consequences of LPL
overexpression in CLL pathogenesis as well as the molecular
mechanism regulating its expression remain elusive.

Aberrant DNA methylation hasbeen shown to playastrong
role in tumorigenesis, where genome-wide hypomethylation
and regional hypermethylation of tumor suppressor gene
promoters are characteristic hallmarks of many cancers. Tis-
sue specific patterns of methylated cytosine residues can be
altered by environmental factors, and are often abnormal in
tumor disorders [10].

The main goal of this investigation was to obtain deep
insight into the molecular mechanisms responsible for the
high expression of LPL in Um CLL B cells. Along this line, we
investigated the methylation status of the LPL gene promoter
region, as well as the possibility that its expression could be
related to specific signals delivered by the microenvironment.
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Our results suggest that the demethylated status of the
LPL gene is responsible for the anomalous expression of
this prognostic marker in Um CLL, and that this epige-
netic mechanism can be induced in the leukemic clone by
microenvironment signals.

Materials and methods

Patient samples and clinical data

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained
from 26 patients with CLL. Samples were characterized at a
molecular level through CD38, LPL expression, and IGHV
status as well as fluorescence in situ hybridization (FISH)
analysis (Supplementary Table I to be found online at http://
infor-mahealthcare.com/lal/doi/10.3109/10428194.2013.
796057). All patients were followed at the Hospital Maciel,
Montevideo, and provided informed consent in accordance
with the ethical regulations of Uruguay and the Declaration
of Helsinki.

RNA extraction and analysis of LPL transcripts by PCR
Genomic DNA and RNA extraction, cDNA synthesis, reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and
quantitative PCR (Q-PCR) for LPL amplification were per-
formed as described [2].

Methylation analysis and 5-aza-2'-deoxycytidine
treatment

The CpG island in the 5’-region of the LPL gene was identi-
fied by EMBOSS/CpGPlot/CpGReport/Isochore software.
Five hundred ng of genomic DNA was treated with sodium
bisulfite and amplified using bisulfite-sequencing primers.
PCR products were cloned and five clones from each patient
with CLL were sequenced to evaluate the methylation sta-
tus of the CpG island. In order to confirm the specificity of
changes in LPL methylation status, the Daudi cell line was
cultured over 3 and 5 days in supplemented RPMI medium
containing 10 uM 5-aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC)
(Sigma Aldrich, St Louis, MO). Medium was changed every
24 h and bisulfite analysis was carried out as describe above.

CLL B cell stimulation with different microenvironment
signals

Stimulation of PBMCs from patients with negative LPL
expression with autologous T cells or with recombinant
CD40L and interleukin 4 (IL-4) was performed as described
previously [11,12]. In turn, B cell receptor (BCR) stimu-
lation was achieved by anti-immunoglobulin M (IgM)
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) immobilized
on culture plates at 15 ug/mL, and the cells collected after
4 days.

Flow cytometry analysis

A total of 1 X 105 PBMCs were incubated for 45 min at 4°C
with anti-CD19-peridinin chlorophyll protein complex
(PerCP), anti-CD25-phycoerythrin (PE), anti-CD80-PE and
anti-CD86-fluorescein isothiocyanate (FITC) (BD Bio-
sciences, San Jose, CA). The cells were then washed and
analyzed. Negative isotype controls were performed with

Methylation status regulates LPL expression in CLL 1845

irrelevant antibody in the same conditions. Results were
analyzed using Summit v4.3 software (Dako Inc., Carpinte-
ria, CA).

Epifluorescence microscopy

For intracellular detection of LPL, an indirect immunofluo-
rescence technique was performed using anti-LPL mono-
clonal antibody 5D2 (kindly provided by Dr. J. Brunzell,
University of Washington). PBMCs from patients with CLL
were isolated using a B-Cell Isolation Kit for B-CLL (http://
www.miltenyibiotec.com), washed with phosphate buffered
saline (PBS) and 5 U/mL heparin (Sigma Aldrich), fixed with
3.7% paraformaldehyde, and permeabilized with 0.1% Triton
X-100 in PBS. Non-specific binding was blocked with 5% fetal
bovine serum (FBS) in PBS, incubated with anti-LPL antibody
overnight at 4°C, and finally with Alexa Fluor® 488-labeled
goat anti-mouse antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) for 1
h. Nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). After washes, preparations were visualized (X 100)
and photographed using an Olympus CKX31 inverted
microscope.

Statistical analyses

Expression of LPL mRNA, CD25, CD80 and CD86 as acti-
vation control proteins and methylation percentage of the
R1-LPLregion were compared between control samples and
different activation subsets using either a paired Wilcoxon
signed-rank test or two-tailed unpaired Student’s #-test.
Variables with p-values less than 0.05 were considered to
be significant. The Spearman rank correlation coefficient was
calculated to determine the strength of association between
LPL expression and methylation percentage. p-Values =< 0.01
were considered significant. All analyses were done using
GraphPad Prism, version 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA).

Results

First exon/intron within core promoter of LPL gene is
differentially methylated in patients with mutated and
unmutated CLL

In order to address whether the LPL gene can be regulated
epigenetically through CpG methylation, we analyzed the
CpG sites in the LPL gene. This analysis revealed CpG-rich
sequences encompassing a classical CpG island of 1163 bp
with 112 CpG dinucleotides. This region is located within the
first exon and first intron of the LPL gene. To better charac-
terize this CpG island we focused on the methylation status
of CpG dinucleotides in two different regions (R1 =248 bp,
from + 87 bp to + 335 bp and R2 =261 bp, from + 446 bp to
+707 bp) [Figures 1(A)-1(C)]. Methylation of the first exon
is critical for transcriptional silencing [10]. In accordance
with this, our initial results comparing methylation changes
between these two regions in six CLL samples showed that
the main differences appeared to be restricted to R1 (exon
1, CpG dinucleotides numbers 1-18) [Figure 1(C)]. Following
this, 26 patients with CLL (14 Um expressing LPL and 12 mutated
[Mut] negative for LPL mRNA, Supplementary Table I to be
found online at http://infor-mahealthcare.com/lal/doi/
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Figure 1. CpG island analysis of LPL gene in patients with CLL. (A) Localization of CpG island of LPL gene. The CpG island was defined as the region containing over
50% of CpG dinucleotides by EMBOSS/CpGPlot/CpGReport/Isochore software. (B) Schematic representation of exon 1 and intron 1 within CpG island of LPL gene. The
position of exon 1, intron 1, transcription start site (TSS) and PCR primers for R1 and R2 are depicted as (a), (b), (c) and (d). (C) R1 and R2 profile methylation differences.
Methylation analysis of R1- and R2-LPL regions was performed in six CLL cases (three Mut and three Um) in order to visualize the main changes in methylation status
of both subsets. Shaded squares highlight the fact that major differences concerning the methylation profile are located in R1 and not R2. Each row represents one
bacterial clone in which black and white circles represent methylated and unmethylated CpG dinucleotides, respectively. (D) Differential expression of LPL gene and
methylation status in patients with Mut and Um CLL. Results from five representative patients with Mut (1-5) and five with Um (14-18) CLL, Daudi cell line and adipose
tissue samples as negative and positive controls, respectively, are depicted. LPL mRNA expression evaluated by RT-PCR is shown in agarose gel stained with ethidium
bromide. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was amplified in all cases as internal control. Methylation status evaluated by bisulfate sequencing of
R1-LPL region is shown as lollipop diagrams. Each row represents one bacterial clone in which black and white circles represent methylated and unmethylated CpG
dinucleotides, respectively.
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Figure 2. LPL expression and methylation change analysis after incubation with demethylated agents or microenvironment signals. (A) Correlation
between LPL mRNA expression of 14 Mut and 12 Um CLL evaluated by quantitative reverse transcription PCR and methylation percentage in
R1-LPL region. Statistical analysis indicating a significant correlation by Spearman’s rank (p-values = 0.001) is shown. In this case LPL expression
was correlated to methylation status (p <0.00015; Spearman’s rank coefficient p = 0.72) in 26 CLL samples. (B) Activation of LPL expression and
DNA demethylation after 5-Aza-dC treatment. LPL expression level (2722¢Y) by QRT-PCR after 5-Aza-dC treatment on Daudi cell line is depicted
(error bars indicate range factor difference). The histogram represents mean of three replicates (**p <0.01 by unpaired two-tailed Student’s ¢-
test). DNA methylation status of R1-LPL region in untreated and treated cells by 5 days is shown. Black and white circles represent methylated
and unmethylated cytosines, respectively, and each row represents one bacterial clone. (C) Autologous T cell activation on CLL B cells. Black bars
depict LPL expression at mRNA levels in control cultures (Ctrol) and in stimulated T cell cultures (Act). Quantification was performed by QRT-PCR
(272ACY, Expression levels of control samples were normalized to 1 as expression relative unit. White bars represent the percentage of methylated
CpG dinucleotides in control and activated T cell cultures. (D) Representative CLL sample after stimulation with different microenvironment
signals. LPL methylation status: DNA methylation profile of R1-LPL region before and after different activation signals. Each row represents one
bacterial clone in which black and white circles represent methylated and unmethylated CpG dinucleotides, respectively. LPL mRNA expression:
LPL expression by RT-PCR is depicted in agarose gel stained with ethidium bromide. Um/LPL(pos) CLL sample was used as positive control
and GAPDH was used as endogenous control. LPL protein expression: protein expression was visualized by epifluorescence microscopy. Green:
antibody anti-LPL, blue dye: DAPI. Successful activations with autologous T cells, CD40L/IL-4 and anti-BCR were corroborated by cytometry flow
analysis with anti-CD19-PerCP, anti-CD25-PE anti-CD80-PE and anti-CD86-FITC.

10.3109/10428194.2013.796057) were analyzed by bisulfite correlation (p<0.0001) between LPL expression and dem-
DNA conversion and sequencing methodology focusing on R1 ethylated status in patients with Um CLL and absence of LPL
of the LPL CpG island [Figure 1(C)]. We found that Mut CLL ~ expression and methylated status in patients with Mut CLL
cases that did not express, or expressed minimal levels of LPL [Figure 2(A)] was found. To further analyze the epigenetic
mRNA had a methylated R1 profile. In contrast, Um CLL cases mechanism of LPL expression we exposed LPL-negative
expressing higher levels of LPL mRNA displayed a demethy- Daudi cells to 5-Aza-dC, a DNA methyltransferase inhibitor.
lated profile of this region [Figure 1(D)]. Overall, these results ~ Results showed that exposure to this drug triggered mRNA
suggest that differential methylation status is responsible for LPL expression at significant levels compared with untreated

LPL gene expression in patients with Mut and Um CLL. cells (3 and 5 days, p<0.01), and was also able to induce

demethylation of the R1-LPL region [Figure 2(B)]. These
LPL expression correlates with methylated status of CpG data confirm that demethylation in exon 1/intron 1 of the
island and depends on microenvironment signals LPL gene is correlated with the expression of this prognostic
To confirm previous results linking LPL expression with marker in leukemic CLL B-cells. Additionally, we queried
demethylation status, we studied the LPL mRNA expres- whether LPL anomalous expression in leukemic B-cells could

sion of these 26 patients with CLL by QRT-PCR. A significant be related to the microenvironment signals. To obtain deep
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insight into this hypothesis, PBMCs from three LPL-negative
samples were incubated with or without autologous T-cells,
activated through T cell receptor (TCR) cross-linking. After
4 days, CD19/CD5 positive cells were purified, for LPL
mRNA expression and methylation status of the R1-LPL
region were evaluated. As depicted in Figure 2(C), we found
that following autologous T cell activation, the leukemic
clone expressed LPL and altered the methylation status
of the R1-LPL region to a mostly unmethylated pattern.
To confirm this result we also stimulated another six LPL-
negative samples through CD40 and IL-4 receptors or
through the BCR. Both activation protocols were able to
induce LPL mRNA and protein expression, and this was asso-
ciated with DNA demethylation of the R1-LPL region. Results
for a representative patient with LPL-negative CLL with or
without stimulation are shown in Figure 2(D). Overall, these
results suggest that LPL expression in CLL is related to pro-
liferative microenvironment signals that appear to induce a
demethylation process in the leukemic clone.

Discussion

Although it has traditionally been assumed that CLL is
the consequence of long-lived tumor cell accumulation,
evidence indicates that disease evolution results from the
balance between proliferating cells in a specialized tissue
microenvironment and circulating cells resisting apoptosis
[13]. This equilibrium is finely tuned by a set of surface mol-
ecules expressed by CLL B cells and modulated in response
to environment signals [14].

Since there is no expression of LPL in normal B cells, the
presence of high levels of LPL in Um CLL B cells is a very
interesting issue. This anomalous expression not only consti-
tutes a suitable prognostic marker for the disease but could
also be helpful to understand the heterogeneous prolifera-
tive behavior of CLL B cells.

At a physiological level, the largest expression of the LPL
gene has been reported in adipose tissue, skeletal muscle,
heart tissue, dendritic cells and CD33 myeloid cells [9].
LPL is a protein located on the luminal side of the wall ves-
sels, where it is anchored to heparan sulfate proteoglycans
and contains binding sites for heparan sulfate chains and
apoproteins [15]. Furthermore, LPL has a bridging func-
tion in the formation of a trimolecular complex including a
lipoprotein particle, LPL and heparan sulfate proteoglycans
from different cells [15]. This is an interesting characteristic
of LPL because, independent of its catalytic function, LPL
expression in patients with Um CLL may be associated with
cell spreading and the migratory capacity of the proliferative
cell subset [5,15]. If this is the case, LPL might also act as a
cross-talk factor, facilitating specific interactions with acces-
sory cells in the tissue microenvironment.

The results presented here link tumor cell proliferation
with epigenetic changes on the CpG island of LPL DNA,
suggesting that LPL expression in CLL is related to microen-
vironment signals that appear to induce a demethylation

Supplementary material available online

Table showing clinical and molecular characteristics of patients

process in the leukemic clone. These data are supported
by the fact that anomalous LPL expression is a hallmark of
patients with Um CLL.

In conclusion, this work shows that an epigenetic mecha-
nism, triggered by the microenvironment, is responsible for
the anomalous LPL expression in patients with Um CLL.
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Lipoprotein lipase expression in unmutated CLL patients is
the consequence of a demethylation process induced by

the microenvironment

Leukemia advance online publication, 14 August 2012;
doi:10.1038/leu.2012.212

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) can be defined as a low-
grade B-cell tumor with antigen-experienced monoclonal CD5* B
cells that, having escaped programmed cell death and undergone
cell cycle arrest in the GO/G1 phase, relentlessly accumulate in
lymphoid organs and circulate into the peripheral blood." This
leukemic B-cell accumulation results from a complex balance
between activation of cell proliferation and inhibition of apoptotic
death.? During the past few years, several new prognostic markers
have emerged in CLL. Among them, the mutational status of the
immunoglobulin heavy-chain variable (/IGHV) genes is considered
one of the strongest.® Results from gene expression profile in CLL
led us to propose that expression of the lipoprotein lipase (LPL)
gene could constitute a suitable surrogate marker of the
mutational status of IGHV.* Despite the usefulness of LPL for CLL
prognosis,”® its functional role and the molecular mechanism
regulating its expression remain elusive as yet.

LPL has a central role in lipid metabolism by catalyzing the
hydrolysis of chylomicrons and very-low-density lipoproteins. In
addition to its catalytic function, LPL acts as a bridging protein
between cell surface proteins and lipoproteins, by increasing the
contact between monocytes and endothelial cell surface through
its interaction with heparan sulfate proteoglycans.® In CLL B cells,
LPL expression has been related to functional pathways involved
in fatty acid degradation and signaling, which may influence CLL
biology and clinical outcome.'

There is increasing evidence that regulation of gene expression
during normal lymphocyte development is mediated through
changes in chromatin structure and/or through the methylated
patterns of CpG islands. Tissue-specific patterns of methylated
cytosine residues can be altered by environmental factors, and are
often abnormal in tumor disorders.'""'2

To gain insight into the molecular mechanisms responsible for the
high LPL expression in Unmutated (Um) CLL B cells, we investigated:
(a) the methylation status of the CpG island from this gene in 26 CLL
cases and (b) the possibility that LPL expression could be related to
specific signals delivered from an activated CLL microenvironment.

In a first step, we analyzed the CpG sites in the LPL gene. This
analysis revealed CpG-rich sequences encompassing a CpG island
of 1163 bp with 112 CpG dinucleotides. This area includes a
region within the first exon and the first intron of the LPL gene. To
better characterize this CpG island, we focused on methylation
status of CpG dinucleotides in two different regions (R1 =248 bp,
from +87bp to +335bp and R2=261bp, from +446bp to
+ 707 bp). Our results comparing methylation changes between
R1 and R2 region in preliminary six CLL samples showed that
the main differences appeared to be restricted to exon 1 (CpG
dinucleotides number 1-18) and to the first region of intron 1
(CpG dinucleotides number 19-23) (Supplementary Figures 1A-C).
Importance of the DNA methylation in the first exon has been

Accepted article preview online 25 July 2012

recently linked to transcripcional gene expression.'’ To confirm
these results, we performed methylation analysis on the R1 region
of LPL-CpG island in 26 CLL patients, 14 Um/LPL-positive CLLs and
12 mutated (Mut)/LPL-negative patients (clinical and molecular
CLL characterization is shown in Supplementary Table 1).
All samples were analyzed following bisulphite DNA conversion,
methylation-specific primer-PCR and confirmed by PCR amplifica-
tion, cloning and sequencing of bisulphite DNA corresponding to
R1-LPL region (Material and Methods available as Supplementary
Material online). Results have shown that Mut CLL samples and
Daudi Human Burkitt's lymphoma cell line (negative control) did
not express, or expressed minimal levels of LPL mRNA. In contrast,
Um CLL cases expressed high levels of LPL mRNA, though lower
than adipocyte cells (AT) (Figure 1a). Interestingly, a different
methylation pattern between Um and Mut CLL samples has been
found (Figures 1b and c), suggesting that differential methylation
status is responsible for LPL gene expression in Mut and Um CLL
patients. To confirm these results, we studied LPL mRNA
expression of these 26 CLL patients by quantitative reverse
transcription PCR and correlated LPL expression to the analysis of
methylation status by bisulphite sequencing. Results showed a
significant correlation (P<0.0001) between LPL expression and
demethylated status in Um CLL patients and absence of LPL
expression and methylated status in Mut CLL patients (Figure 1d).
To further characterize this observation, in vitro treatment with
DNA methyltransferase inhibitor 5-Aza-dC on Daudi cell line was
performed. Results showed that exposure to this drug triggered
LPL mRNA expression at significant levels compared with
untreated cells and that 5-Aza-dC was capable to induce a clear
demethylation of R1-LPL region (Supplementary Figure 2). Overall,
these data confirm that demethylation in Exon 1/Intron 1 of LPL
gene correlates with LPL expression in leukemic CLL B cells.
Previous work suggests that lipid metabolism activation is
associated with high LPL expression in Um and progressive CLL
patients.'® Therefore, we investigated whether this anomalous
expression could be related with proliferative microenvironment
signals delivered to the leukemic clone. For this, we stimulated
PBMC from six LPL-negative patients with CD40 ligand plus IL-4,
anti-lgM, CpG-ODN or Pam3CSK4, (see Material and Methods in
Supplementary Data). Activation through CD40/IL-4 was able to
induce high expression of LPL gene at mRNA and protein levels
(Figures 2b and c). Accordingly, this expression was associated
with both, DNA demethylation of R1-LPL region and with
proliferation of CLL B cells as evidenced by Ki-67 protein
expression (Figures 2a and d). Stimulation through the BCR also
increased LPL expression and demethylation of R1-LPL region in
four out of six CLL samples, as well as Ki-67 protein expression in
three of them. In contrast, stimulation through TLR receptors did
not result in DNA demethylation and Ki-67 protein expression, nor
induced LPL expression in any of the six samples evaluated
(Supplementary Figures 3A-C). Results from one representative
LPL-negative CLL patient before and following these different
stimulations are shown in Figure 2. To better characterize these
results, we evaluated whether LPL methylation status and LPL
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Figure 1. Differential expression of LPL gene and methylation status in Mut and Um CLL patients. (a—c) Results from five Mut (1-5) and five Um
(14-18) representative CLL patients, Daudi cell line and adipose tissue samples as negative and positive controls, respectively, are depicted.
(@) LPL mRNA expression evaluated by RT-PCR is shown in agarose gel stained with ethidium bromide. GAPDH was amplified in all cases as
internal control. (b) Methylation-specific PCR analysis for R1-LPL region. U, unmethylated and M, methylated. (c) Results of bisulphite
sequencing of R1-LPL region. Each row represents one bacterial clone in which black and white circles represent methylated and
unmethylated CpG dinucleotides, respectively. (d) Correlation between LPL mRNA expression of 14 Mut and 12 Um CLL patients evaluated by
quantitative reverse transcription PCR and methylation percentage in R1-LPL region is shown. Statistical analysis indicating a significant
correlation (*) by Spearman’s rank test where P-values are <0.001 is shown. In this case for LPL, expression correlated to methylation status
P<0.00015; Spearman’s rank coefficient P=0.72.
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represent methylated and unmethylated CpG dinucleotides, respectively. (b) LPL mRNA expression by RT-PCR. LPL expression is depicted in
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protein expression in CLL patient. Protein expression was visualized by epifluorescence microscopy in Mut/LPL™® CLL B cells and in the same
CLL case after different stimulations. Green: antibody anti-LPL, blue dye: DAPI. (d) Evaluation of Ki-67 expression. Cytometry assays displaying
Ki-67 and CD19 expression in CLL patient (Mut/LPL"®® number 6). Cell populations were discriminated by forward scattering and later B
lymphocytes were discriminated by gating CD19 subset. The color reproduction of this figure is available at the Leukemia journal online.
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expression in CLL B cells could be also affected by their interaction both negative cases became positive for LPL mRNA after
with autologous-activated T cells. To this aim, PBMC from two autologous T-cell activation, whereas the weakly positive CLL
negative LPL CLL samples and one weak positive CLL sample were sample slightly enhanced LPL expression. Moreover, the methyla-
stimulated with immobilized anti-CD3 for 4 days. We found that tion status of R1-LPL region turned into a mostly unmethylated
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pattern of CpG dinucleotides (methylation % in Supplementary
Figure 3D), confirming previous results obtained with recombinant
CD40L and IL-4. Graphics and statistical analysis of the six
stimulated CLL samples with the different signals and of the
three CLL activated with autologous T cells are provided in the
Supplementary Figure 3. Overall, these results link tumoral cell
proliferation to a demethylation process in the CpG island of
LPL DNA and suggest that expression of this gene in CLL could be
related to specific proliferative microenvironment signals.

Evidences indicate that CLL evolution results from the balance
between proliferating cells in specialized tissue microenvironment
and circulating cells resisting apoptosis. This equilibrium is finely
tuned by a set of surface molecules expressed by CLL B cells and
modulated in response to environment signals.'* High expression
of LPL gene in Um CLL B cells constitutes an unexpected
observation. This specific and anomalous expression constitutes
not only a suitable prognostic marker in CLL, but could also help
to understand the heterogeneous behavior of this disease. LPL has
a bridging function in the formation of a trimolecular complex
(lipoprotein particle, LPL and heparan sulfate proteoglycans).® This
role is a very interesting characteristic, because in addition to its
catalytical function, LPL expression in Um CLL patients might be
associated with the migratory capacity of a tumoral proliferative
cell subset. If true, LPL might also act as a crosstalk factor
facilitating specific interactions with accessory cells in the tissue
microenvironments. The expression of this protein in concert with
integrins, such as CD49d, antiapoptotic molecules (BCL2) as well
as chemokines (CCL3, CCL4, CXCL12), implicated in the activation
of CLL proliferative pool,''> could be responsible for a circular
activation loop in which the leukemic clone is continuously
nourished.

The role that abnormal LPL expression could have in disease
evolution, has been also addressed by previous work from
Pallash et al,'® demonstrating that lipase-associated genes
and triglyceride-specific lipase activity were increased when
comparing CLL B cells to normal CD5" B cells. The same
authors suggest that lipid metabolism and lipase activity may be
functionally relevant in aggressive CLL.'® Our results showing
proliferation of the tumoral clone associated with demethylation
and subsequent LPL expression support these results and
highlight the idea that LPL gene could constitute a potential
therapeutic target in Um CLL cases.

In conclusion, by comparing methylation changes in the LPL-CpG
island between Um and Mut CLL patients, we demonstrate a clear
association between LPL expression and a demethylation process in
the CpG island of the LPL gene. This process can be induced in the
leukemic clone by specific microenvironment signals, delivered by
CD40L/IL-4 and anti-lgM, but not by T-independent related signals
delivered through Toll-like receptors. Overall, these results suggest
that an epigenetic mechanism, triggered by the microenvironment,
regulates LPL expression in CLL B cells.
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La LLC es una enfermedad con una evolucidn clinica sumamente heterogénea, con pacientes que
presentan una sobrevida que oscila entre meses y décadas. La necesidad de distinguir los
pacientes que presentan un enfermedad indolente, de aquellos que van a mostrar una progresion
hacia una forma agresiva de LLC, ha llevado a la busqueda exhaustiva de marcadores genéticos
y/o moleculares que ayuden a predecir la evolucidn clinica de la enfermedad. En esta busqueda,
la expresion del ARNm de LPL se ha posicionado como el mejor marcador a nivel de ARNm de la
evolucién clinica de la LLC (Kaderi et al. 2011). Sin embargo, y a pesar de su importancia en la
prediccidn evolutiva en esta leucemia, el origen de la expresién andmala de LPL en el linfocito B
leucémico no ha sido aun dilucidado. Teniendo en cuenta que no hay expresién de LPL en células
B normales, la presencia de altos niveles de esta molécula en células B de pacientes NM de LLC es
un fendmeno muy interesante. Su expresidon anormal no solo constituye un buen marcador
prondstico para la enfermedad sino que también puede ayudar a entender la heterogeneidad en

la proliferaciéon de las células de LLC.

Al comenzar este trabajo de tesis, el Unico estudio que se habia realizado en cuanto a la
regulacion de la expresidon de LPL en la LLC, era el trabajo de Pallasch y col. (Pallasch et al. 2008).
Si bien, los datos aportados en ese manuscrito sugieren que la expresion de LPL en células de LLC
es resultado de la activacion del BCR, no existia ningun trabajo investigando el mecanismo
molecular subyacente a la expresion de esta molécula en el linfocito leucémico. En este contexto
es que nos propusimos ahondar en los mecanismos que llevan a la expresién anémala de LPL en

los pacientes con mal pronéstico en la LLC.

Numerosas evidencias indican que la regulacion de la expresién génica durante el desarrollo
normal del linfocito estd mediada por cambios en la estructura de la cromatina y/o de patrones
de metilacion de islas CpG. A su vez, en muchos tipos de cancer incluida la LLC, la regulacion a
través de la metilacion anormal del ADN ha mostrado tener un papel importante en la
desregulacién de genes relevantes para la célula tumoral. Teniendo en cuenta ademas, que otro
gen importante en el prondstico de esta neoplasia, ZAP-70, es regulado por un proceso
epigenético de metilacién (Corcoran et al. 2005) es que decidimos investigar la presencia de islas
CpG en el gen LPL y determinar por la técnica de secuenciacion de ADN tratado con bisulfito de

sodio si estas islas podrian estar o no diferencialmente metiladas.
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Nuestros primeros resultados a nivel bioinformatico muestran la presencia de una isla CpG en la
region del primer exén/intrén del gen LPL. Esta zona rica en dinucledtidos CpG se dividié en dos
regiones con el objetivo de lograr un mejor analisis de su nivel de metilacion. Al realizar la
comparacion de ambas regiones (mencionadas como R1 y R2 en articulo n° 1) entre pacientes
NM y Mut de LLC, encontramos que el nivel de metilacion de R1 esta altamente correlacionada
con el nivel de expresion de ARNm de LPL (Figura 1D, articulo n°1). Los pacientes Mut con baja o
ninguna expresion de ARNm de LPL muestran la regidn R1 con un alto porcentaje de nucledtidos
CpG metilados, mientras que aquellos pacientes NM expresando altos niveles de LPL muestran

una ausencia casi total de nucledtidos CpG metilados en esta regién.

Dado que las células de LLC mueren rapidamente cuando son puestas en cultivo sin estimulos o
células accesorias, nos fue técnicamente imposible desmetilar in vitro células de pacientes Mut
usando un agente demetilante como la 5-Aza-2’-deoxicitidina y verificar si estos pacientes eran
capaces de expresar el ARNm de LPL luego de este tratamiento. De modo alternativo,
identificamos una linea celular B negativa para el ARNm de LPL. Esta linea celular conocida como
Daudi, es una linea estabilizada a partir de células de un paciente con un linfoma de Burkitt y que
al no expresar el LPL era una opcidon muy interesante para evaluar la hipdtesis planteada en este
primer trabajo, de que la expresién del ARNm de LPL en un linfocito tumoral estaba regulada por

un proceso de metilacidn.

En este contexto, evaluamos las region R1 y comprobamos que se encontraba totalmente
metilada en las células Daudi (Figura 2B, articulo n°1). Interesantemente, luego del tratamiento
con la 5-Aza-2’-deoxicitidina fuimos capaces de desmetilar esta regién y promover la expresion

del ARNm de LPL en esta linea celular.

Todos estos datos, estarian indicando que la desmetilacion del gen seria el mecanismo molecular

responsable de la expresion andmala de LPL en los pacientes progresores (NM) con LLC.
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Pallasch y col. sugieren en 2008 que la expresiéon de LPL podria estar relacionada con el
metabolismo lipidico ya que, las células de LLC presentan mas actividad lipasa que células B
normales y el inhibidor de lipasas orlistat induce la apoptosis de las células leucémicas.
Conectando asi alteraciones en el metabolismo lipidico con la patogénesis de la LLC y sugiriendo a
LPL como un blanco terapéutico (Pallasch et al. 2008). Sin embargo dos afios mas tarde, en
contraposiciéon con estos resultados se describe que dentro de los pacientes de LLC los que
presentan un perfil NM tienen menor actividad lipolitica a pesar de tener altos niveles de
expresion de LPL (Mansouri et al. 2010). Esto estaria en concordancia con la idea de que esta
enzima estaria involucrada en procesos distintos al del metabolismo lipidico. Dada la capacidad
de LPL de formar complejos trimoleculares entre moléculas de distintas células, Monsouri y col
proponen que la expresion de LPL en la LLC podria no estar tan relacionada con su metabolismo
lipidico sino con una funcidén no catalitica, como podria ser la de facilitar la migracion de las
células de LLC y/o su interaccion con otras células.

Teniendo en cuenta que LPL se expresa en pacientes NM y con mal prondstico, nos propusimos
determinar y profundizar sobre que sefiales propias de las células NM de LLC podrian estar
activando el proceso de desmetilacién de la regién R1 y en consecuencia provocando la expresion

andmala del gen LPL en el clon leucémico. Nuestra hipétesis de trabajo fue la siguiente:

La expresion del gen LPL en células B de pacientes progresores con LLC es en parte consecuencia
de la presencia de estas células en microambientes tumorales activados, donde las células de LLC
mantienen contactos con células accesorias del tipo "nurse like cells", células estromales vy
linfocitos T. Un microambiente tumoral activador parece ser a su vez, el sitio propicio para la
expresion de LPL, el cual ya sea a través de su funcion catalitica o mediadora de interacciones
intercelulares puede favorecer la capacidad de proliferacion del clon tumoral y asi podria
explicarse su correlacion con el perfil clinico de mal prondstico encontrado en los pacientes con

genes IGHV no mutados.

Los resultados de la tesis publicados en este campo, mostraron que la expresidon de LPL puede ser
inducida en el clon leucémico por sefiales del microambiente especificas, como ser CD40L/IL-4 y
anti-lgM, pero no por sefiales T-independientes entregadas a través de receptores TLR. Las
activaciones a través de CD40/IL-4R asi como del BCR, son capaces de inducir la expresion de LPL

tanto a nivel de ARNm como de proteina. En consecuencia con los resultados descritos
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anteriormente, esta expresion se correlaciond con la desmetilacion de la regidn R1 del gen LPL e
interesantemente con la proliferacion de las células B de LLC evidenciada por un aumento en los
niveles de Ki-67 (Figura 2, articulo n° 2). En el mismo sentido, el cultivo de células de LLC LPL-
negativas con células T autélogas activadas mostro ser capaz de desmetilar al gen LPL y activar su
expresion, confirmando los datos previamente obtenidos con CD40L/IL-4. Estudios adicionales
nos permitieron evidenciar como una estimulacién independiente de células T, generada a través
de receptores TLR no logré desmetilar la isla CpG de LPL ni inducir su expresion, asi como
tampoco indujo la proliferacion de las células. En conjunto, estos resultados relacionan la
proliferacién de las células de LLC con un proceso de desmetilacion de la isla CpG de LPL y
sugieren que la expresion de este gen podria estar relacionada con sefiales especificas del

microambiente.

Estos datos en su conjunto, nos llevan a especular sobre la posible funcion que LPL estd
cumpliendo en las células B de LLC. Nuestros resultados dejan abierta la posibilidad de que la
expresion de LPL en los pacientes progresores tenga diferentes funciones: a) otorgar al clon
leucémico energia adicional para su proliferacion, luego de recibir sefales especificas de un
microambiente inmunoldgico activado, b) actuar como un puente intercelular, formando
complejos a través de la interaccidon con moléculas de la superficie de otras células, creandose en

consecuencia una retroalimentacion positiva que lleva a una proliferacion anémala.

En suma, estos resultados sugieren que un mecanismo epigenético, desencadenado por el
microambiente tumoral, regula la expresion de LPL en las células de pacientes progresores con

LLC.
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3.2 Perfil de metilacion de ADN de una sub-poblacion leucémica proliferante
AID"* y su contraparte quiescente AID"®

Recientemente nuestro grupo describido una poblacién proliferante dentro del clon tumoral de
LLC que corresponde a un sub-grupo de células B con un activo proceso de cambio de clase y que
sobre-expresan la enzima AID (IgGP**AIDP®), ademas de moléculas relacionadas con proliferacion
y anti-apoptosis (Ver Anexo Il (Palacios et al., 2010)). Durante el transcurso de esta tesis, nuestro
grupo estudié la expresion de ARNm y miRNAs de esta sub-poblacion en comparacion con su
contraparte quiescente, revelando que existen multiples moléculas diferencialmente expresadas
(Ver Anexo Il (Palacios et al., 2014)). Los resultados de estos trabajos nos sugieren la existencia
de una regulacién génica diferencial entre las distintas sub-poblaciones de un mismo paciente.
Dado que solo una de estas sub-poblaciones expresa la enzima AID y teniendo en cuenta los
datos antes mencionados sobre la implicancia de AID en la regulacion epigenética (ver
introduccidn) se decidieron estudiar los perfiles de metilacion en la poblacion proliferante AID

positiva y su contraparte, la sub-poblacion quiescente AID negativa.

3.2.1 Aislamiento de una poblacién proliferante IgG°’*AID"® y su contraparte quiescente
IgMP*AID"™°

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de siete pacientes de LLC NM con una

evolucién clinica desfavorable se marcaron con anticuerpos especificos anti-IgG y anti-IgM,

pos pos

ambos conjugados a fluordforos, y se procedid a aislar las poblaciones IgM™™ e IgG™ +
IgG"*’IgMP°* mediante citometria de flujo. Como puede observarse en el plot de citometria de la
figura 3.2.1, los pacientes presentan células con una marcacion simultanea de 1gG e IgM. En un
trabajo previo de nuestro laboratorio y en el marco de esta tesis se aislaron las sub-poblaciones
IgGP* e 1gGP*IgMP®, confirmandose que ambas fracciones celulares presentan sobre-expresién
de AID y de moléculas relacionadas con proliferacion y anti-apoptosis. En particular una sobre-
expresion de Ki-67, del oncogen c-myc y de la proteina anti-apoptética Bcl2, asi como una

disminucion del regulador negativo del ciclo celular p27 (Ver Anexo Il (Palacios et al., 2010)). Por
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lo tanto, al momento de la separacion por “cell sorter” de las sub-poblaciones de interés se
seleccionaron las células IgG"* + IgGP*IgMP* como la fraccidn proliferante. Las células aisladas se
procesaron utilizando TRI-Reagent, lo cual permitié extraer tanto el ARN como el ADN vy las
proteinas de las muestras. Luego de la separacién celular se confirmdé mediante amplificacidn por

PCR que la expresion de la enzima AID estaba restringida a las células IgGP* + 1gG"**IgMP.

L] L]
Quiescente || Proliferante
1gGPOs + 1gGPos IgMIPos

Figura 3.2.1. Plot de citometria de flujo de un
. paciente de LLC NM representativo donde se
indican las poblaciones celulares seleccionadas
g en el aislamiento por “cell sorter”. Poblacién
proliferante (1gG”*+ 1gG"* 1gMP**) recuadrada en
verde y quiescente (IgMP*) en rojo.

3.2.2 Microarreglo de islas CpG de una poblacién proliferante IgG*’AID"® y su contraparte
quiescente IgMP*AID"*°

neg

Utilizando el ADN obtenido de las poblaciones quiescente AID"*® y proliferante AID"® luego del
aislamiento celular, se llevo a cabo el andlisis de metilacion de ADN diferencial entre las sub-
poblaciones de interés. Para ello se utilizd un microarreglo que consta de 237.006 sondas de
oligonucledtidos de 60pb que evaltan 27.800 islas CpG, cubriendo el 97.5% de las islas CpG
anotadas (“Human 244K Agilent CpG island microarray”).

En primer lugar, se extrajo el ADN gendmico de las sub-poblaciones celulares y se realiz6 un
enriguecimiento de secuencias metiladas mediante inmunoprecipitacion con un anticuerpo
especifico contra citosinas metiladas (MeDIP: Methylated DNA Immunoprecipitation). Este ADN
enriquecido y el ADN de partida (ADN input) se marcaron con sonadas fluorescentes cianina-5
(Cy5) y cianina-3 (Cy3) respectivamente. Estas dos muestras de ADN son utilizadas para co-

hibridar la lamina del microarreglo. Se hibridaron cuatro laminas, dos de ellas evaluando la

poblacién proliferante y quiescente del paciente LLC#1 (ver Tabla 5.1 en materiales y métodos) y
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las otras dos con la poblacion proliferante y quiescente purificadas a partir de un pool de tres
pacientes de LLC previamente seleccionados por sus caracteristicas clinicas y moleculares

similares (LLC#2, 3y 8).

El analisis bioinformatico de los resultados del microarreglo de islas CpG fue llevado a cabo en la
Unidad de Bioinformatica del Institut Pasteur de Montevideo. Los controles de calidad, en cuanto
a intensidad de fluorescencia, sefial inespecifica del fondo entre otros pardametros analizados en
las 4 laminas fue satisfactorio (Ver Anexo |). La diferencia en la intensidad de fluorescencia de Cy3
(ADN input) y Cy5 (ADN enriquecido en secuencias metiladas) en cada sonda indica si dicha
region del genoma se encuentra metilada o no en la poblacidon hibridada en el microarreglo.
Luego de obtener esta informacidn, se procedié a comparar qué regiones del genoma se
encontraban diferencialmente metiladas en las dos sub-poblaciones de estudio. Este analisis

I”

evidencid que en las muestras correspondientes al “pool” de ADN practicamente no habia
diferencias entre la poblacion proliferante y quiescente pero si las habia entre las poblaciones del
paciente LLC#1. Como una primera aproximacién al andlisis de los datos, decidimos centrarnos en
aquellos genes desmetilados en la poblacion proliferante expresando AID. El analisis de estos
resultados tiene dos objetivos principales a) identificar una posible metilacién diferencial de
genes asociada a la expresion de AID en las poblaciones aisladas, b) identificar genes cuya

desmetilacion diferencial se correlacione con un aumento de su expresion y consecuentemente

explique el comportamiento mas proliferante de la sub-poblacion tumoral en estudio.

El analisis bioinformatico llevado a cabo muestra que 322 genes se encontran desmetilados en la
poblacién proliferante AIDP® en comparacién con las células quiescentes AID". A modo de
focalizar el estudio se realizd un andlisis bioinformatico de funcion génica seleccionandose
aquellos genes implicados en diferentes vias asociadas a la progresion tumoral: a) citoesqueleto y
crecimiento celular (n=23), b) metabolismo lipidico (n=9), c) sefializacion quinasas/fosfatasas
(n=8) y d) otros genes relacionados con distintos tipos de cancer (n=12). Esta seleccién se

muestra en la Tabla 3.2.1.

79



Tabla 3.2.1 Lista de genes desmetilados en poblacion proliferante IgGP*°AIDP*®
relacionados con diferentes funciones celulares asociadas a la progresion tumoral.

Metabolismo lipidico

LRP3

PLCB2

LRP8

PAQRS8
BCL11B
SNX20
ELOVL2
STARD10*
STARD10-AS1

Low density lipoprotein receptor-related protein 3

Phospholipase C, beta 2

Low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor
Progestin and adipoQ receptor family member VIII

B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc finger protein)

Sorting nexin 20

ELOVL fatty acid elongase 2

StAR-related lipid transfer (START) domain containing 10

STARD10 antisense RNA 1 (non-protein coding)

Citoesqueleto y crecimiento celular

LRFN3
KIF13B
SPTBN4
SPTB
PRRT3
HAPLN4
ATAD3A
SIPA1
COL9A2
DNASE2
LTBP3
COL9A2
CDHR5
COL5A1
MAP7
CKAP4
MYO1G*
FNDC1
PCDH7
MYO1D
MYL5
PCDH8P1
ACAP3

Leucine rich repeat and fibronectin type Il domain containing 3
Kinesin family member 13B

Spectrin, beta, non-erythrocytic 4

Spectrin, beta, erythrocytic

Proline-rich transmembrane protein 3

Hyaluronan and proteoglycan link protein 4

ATPase family AAA domain containg 3A

Signal-induced proliferation-associated1

Collagen, type IX, alpha 2

Deoxyribonuclease I, lysosomal

Latent transforming growth factor beta binding protein 3
Collagen, type IX, alpha 2

Cadherin-related family member 5

Collagen, type V, alpha 1

Microtubule-associated protein 7
Cytoskeleton-associated protein 4

Myosin IG

Fibronectin type Ill domain

Protocadherin 7

Myosin ID

Myosin, light chain 5, regulatory

Protocadherin 8 pseudogene 1

ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH domains 3

Sefializacion- quinasas/fosfatasas

PRKCH*
RPS6KA2
PPP1R37
STK11
MAPK4
CDK10
GIMAP5*
GIMAP1*

Protein kinase C, eta

Ribosomal protein S6 kinase, 90kDa,

Protein phosphatase 1, regulatory subunit 37
Serine/threonine kinase 11
Mitogen-activated protein kinase 4
Cyclin-dependent kinase 10

GTPase, IMAP family member 5

GTPase, IMAP family member 1

Otros genes relacionados con cancer

DPF1
DNAJB6
IRF2BPL
AATK
TNFAIP2
TIAF1
ADAT3
CHST3
PLEKHF1
VGLL4
SPI1/(PU.1)
B3GNT2

D4, zinc and double PHD fingers family 1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6

Interferon regulatory factor 2 binding protein-like
Apoptosis-associated tyrosine kinase

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2

TGFB1-induced anti-apoptotic factor 1

Adenosine deaminase, tRNA-specific 3

Carbohydrate (chondroitin 6) sulfotransferase 3

Pleckstrin homology domain containing, family F (with FYVE domain)
Vestigial like 4 (Drosophila)

Spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene spil
UDP-GIcNAc:betaGalbeta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 2

Los genes en negrita han sido previamente descritos como potenciales genes blanco de AID
(Yamane et al. 2011). *Genes cuya sobreexpresion fue validad posteriormente a nivel de ARNm

por Q-PCR.
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Luego de este primer analisis y de acuerdo con los objetivos planteados previamente, se hizo una
primera evaluacion de los genes seleccionados entre los encontrados desmetilados en la
poblacién AID positiva, en busca de aquellos que hubieran sido descritos como posibles blancos
de AID por Yamane y col. (Yamane et al. 2011). Este articulo fue publicado a comienzos de esta
tesis e identifica por primera vez en células murinas, blancos gendmicos de AID mediante la
inmunoprecipitacion de esta enzima y posterior secuenciado masivo. Nuestros resultados
mostraron que de los 52 genes previamente seleccionados con metilacién diferencial entre
ambas subpoblaciones tumorales, 27 estaban dentro de los blancos de AID descritos por Yamame

y col. (Tabla 3.2.1).

Como fue mencionado anteriormente, en el transcurso de esta tesis nuestro grupo generd datos
de expresidon génica obtenidos por microarreglos de ARNm de las mismas poblaciones quiescente
y proliferante (Anexo lll (Palacios et al., 2014)). Si bien generalmente existe una correlacion
directa entre desmetilacion y expresidn génica, se han descrito genes en los cuales se observa un
comportamiento inverso, en donde la metilacion del gen provoca un aumento de su expresion.
Esto lleva a que los analisis a gran escala de perfiles globales de metilacion y expresion génica no

siempre tengan una buena correlacion (Kulis et al. 2012).

Considerando estos datos y con el objetivo de seguir focalizando sobre qué genes trabajar,
decidimos utilizar los analisis de expresion de ARNm de estas mismas poblaciones y cruzar los
datos de modo de obtener un andlisis adicional, acerca de qué genes mostraban aumento de
expresion y una correlacidon positiva con los datos de desmetilacion obtenidos. Este estudio nos
permitio identificar 7 genes que estarian desmetilados en la poblacién proliferante y sobre-
expresados a nivel de ARNm en esta poblacién (Tabla 3.2.2). Estos son, KCTD12 (Potassium
channel tetramerisation domain containing 12), STX11 (Syntaxin 11), GFI1 (Growth factor
independent 1 transcription repressor), MYO1G (Myosin 1G), ACAP3 (ArfGAP with coiled-coil,
ankyrin repeat and PH domains 3), PRRT3 (Proline-rich transmembrane protein 3) y PLB2
(Fosfolipase C beta 2).

81



Tabla 3.2.2 Lista de genes desmetilados y diferencialmente expresados en poblaciéon proliferante
IgGP>AIDP vs IgMP* AID"™E seglin andlisis de microarreglos de expresion génica y metilacién.

Expresion *

Simbolo Nombre Entrez Funcién IgG" AID" vs IgM"* AID"
Estado FC
KCTD12 Potassium channel Subunidad auxiliar de receptores GABA-B, aumentado 9,3
tetramerisation domain determina su farmacologia y cinética
containing 12
STX11 Syntaxin 11 Regula transporte de proteinas entre aumentado 3,7
endosomas tardios y el trans-Golgi
GFl1 Growth factor Represor  transcriptcional esencial en aumentado 3,6
independent 1 hematopoyesis. Controla modificaciones de
transcription repressor histonas. Mutaciones en este gen predisponen
a leucemias e infecciones
MYO1G Myosin IG Movimiento intracelular de vesiculas, asociada aumentado 2,2
con actina
ACAP3 ArfGAP with coiled-coil, Activador de GTPasa aumentado 2,0
ankyrin repeat and PH
domains 3
PRRT3 Proline-rich No conocida hasta el momento aumentado 2,0
transmembrane protein 3
PLCB2 Fosfolipase C beta 2 Produccion de segundos mensajeros, DAG y aumentado 1,7

IP3. Rol en inflamacidn,
sefializacion y muerte celular

crecimiento,

*Expresion en IgG" AID" vs IgM" AID" seglin resultados de microarreglo de ARNm (Palacios et al. 2014). FC: Fold

Change

Una vez realizados todos estos analisis decidimos finalmente seleccionar 15 genes, los cuales

estaban relacionados directa o indirectamente con AID asi como con el desarrollo y/o progresion

de la LLC y validarlos a través de RT-PCR cuantitativa (Q-PCR).

Dentro de los 15 genes analizados 5 mostraron una clara correlacion entre desmetilaciéon vy

transcripcion, ellos son: GIMAP1 (GTPase, IMAP family member 1), GIMAP5 (GTPase, IMAP family
member 5), MYO1G (myosin IG), PRKCH (protein kinase C, eta) y STARD10 (StAR-related lipid

transfer (START) domain containing 10) (Tabla 3.2.3).
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Tabla 3.2.3 Expresién diferencial a nivel de ARNm en poblacién proliferante y quiescente de genes
desmetilados en poblacidn proliferante.

Expresion
Simbolo Nombre Entrez Funcion IgG* AID" vs IgM* AID"
(AACt)y*
(2-77)
ACAP3 ArfGAP with C.OI/ed-COI/, ankyrin repeat Activador de GTPasa NA
and PH domains 3
CDK10 Cvelin-dependent kinase 10 Proliferacidon celular, especifica de fase 06
4 P G2/M de ciclo celular ’
DNASE2 Deoxyribonuclease I, lysosomal Degradacién de ADN nuclear en apoptosis 0.96
celular durante el desarrollo
GIMAP1 GTPase, IMAP family member 1 Desarrollo de linfocitos By T maduros 92.75
Funciones anti-apoptéticas en linfocito T.
GIMAPS GTPase, IMAP family member 5 Mantenimiento de la integridad de 7.74
mitocondrias
Transduccién de senales y endocitosis
LRPS Low density lipoprotein receptor-related mediada por receptor para degradacion NA
protein 8, apolipoprotein e receptor lisosomal.  Migracion  neuronal en
desarrollo
MYO1G Myosin IG Mov!mlento mFraceIuIar de vesiculas, 236
asociada con actina
. Movimiento intracelular de vesiculas,
MYO1D Myosin ID . . NA
asociada con actina
Produccidn de segundos mensajeros, DAG
PLCB2 Fosfolipase C beta 2 y IP3. Rol en inflamacién, crecimiento, 0.73
sefializacion y muerte celular
Regula diferenciacién de queratinocitos y
PRKCH Protein kinase C, eta receptores de .?eIUIaS pre-B. Requerido 16.91
para proliferacion de glioblastoma y en
células MCF7 prevencidn de apoptosis
PRRT3 Proline-rich transmembrane protein 3 No conocida hasta el momento NA
Activad de GTP Rapl Rap2
SIPA1 Signal-induced proliferation-associated1 . ¢ Ivé or de . asas Rapl y Rap NA
inducido por mitdgeno.
SPI1/PU.1 ..Spleen fc?cusform/ng VII‘L'IS (SFFV) proviral Activador . tr.anscn.puorfal durante 1.06
integration oncogene spil desarrollo mieloide y linfocito B
Determinacion de la forma celular,
SPTBN4 Spectrin, beta, non-erythrocytic 4 interacciona con actina y membrana 0.26
plasmatica
StAR-related lipid transfer (START) domain  Trasfiere fosfolipidos. Rol metabdlico en
STARD10 .. L. e 3.92
containing 10 maduracién de esperma o fertilizacion
. . . Inhibe efecto citotéxico de TNF-alf
TIAF1 TGFB1-induced anti-apoptotic factor 1 nhibe etecto cirotoxico de atta 'y 0.40

sobre-expresa TRADD, FADD, y RIPK1

NA: no se logré amplificacién en LLC.
“Fold change de expresién evaluada por Q-PCR comparando células proliferantes (IgG"*°AID®*) vs quiescentes
(IgMP* AID™#) aplicando el calculo 2%, Los resultados son el promedio obtenido a partir de las poblaciones de 3
pacientes. Se utilizé la amplificacién de GAPDH para normalizar la cantidad de ARNm.
Los valores menores a 1 indican sub-expresién poblacion quiescente. En rojo se indican los genes sobre-expresado
en poblacién proliférate.

83




3.2.3 Estudio del estado de metilacion de genes por el método del bisulfito

Teniendo el dato del microarreglo de islas CpG que los muestra como desmetilados en la
poblacién proliferante vy los resultados de Q-PCR que evidencian una sobre-expresion a nivel de
ARNm en esta sub-poblacidn, seleccionamos los genes GIMAP1, GIMAP5 y PRKCH para verificar

su estado de metilacién por la técnica de ADN tratado con bisulfito.

Los genes GIMAP (GTPase immune-associated proteins) codifican para proteinas de unién a GTP
muy conservadas en la evolucidn y que se expresan preferentemente en células hematopoyéticas
y linfoides. GIMAPS es importante para la sobrevida en las ultimas etapas de los timocitos del
linaje apB, especialmente del linaje CD8+ y de células T maduras en periferia (Schulteis et al. 2008;
Barnes et al. 2010). También se ha evidenciado que GIMAPS5 es necesaria para la generacién de
sefiales de sobrevida a través del TCR (Yano et al. 2014). Por el contrario, GIMAP1, cuya expresion
comienza en precursores hematopoyéticos, es esencial durante el desarrollo temprano de las
células T (Saunders et al. 2010). Interesantemente, GIMAP1 se encontrd sobre-expresada en 5
lineas celulares murinas de cancer linfoide pero su posible funcién no fue determinada (Saunders
et al. 2009). Por su parte, GIMAPS y otras miembros de la familia son capaces de unirse a Bcl-2 y
Bcl-xL, probablemente estabilizandolas y favoreciendo su funcion anti-apoptética (Filén &

Lahesmaa 2010; Yano et al. 2014).

Otro de los genes cuyo estado de metilacion verificaremos es PRKCH. Este gen codifica para la
proteina quinasa C eta (PKCn). La proteina quinasa C (PKC) es una familia de quinasas de
serinas/treoninas que estd compuesta por 10 proteinas. Debido a la variada distribucion en
tejidos asi como a localizacion subcelular, las proteinas de la familia PKC regulan diversos procesos
celulares y han mostrado ser blancos terapéuticos atractivos en muchos cdnceres (Steinberg
2008). PKCn ha mostrado tener un rol especifico en la regulacion de la apoptosis y ha sido
asociada a la resistencia a drogas en cancer de ovario, de mama y linfomas de Hodgkin (J. F. Beck

et al. 1998; J. Beck et al. 1998; Abu-Ghanem et al. 2007).

Comenzando con los estudios de metilacion, en primer lugar, utilizando el programa Methyl
Primer Express, se identificaron las islas CpG de cada gen y se disefiaron cebadores especificos

para la amplificacién de estas regiones luego del tratamiento del ADN con bisulfito de sodio. El
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bisulfito de sodio es un reactivo que transforma las citosinas no metiladas en uracilos, mientras
gue las citosinas metiladas se ven protegidas de la transformacion. Por tanto, se produce un

cambio de secuencia entre el ADN metilado y no metilado que puede ser detectado al secuenciar.

La amplificacién por PCR a partir de ADN tratado con bisulfito presentas ciertas dificultades
técnicas, asociadas a la presencia de secuencias poly-T relativamente largas que disminuyen la
eficiencia de la polimerasa y dificultan la puesta a punto de la PCR. Por tal motivo, las islas CpG de
gran tamafo se amplificaron en tramos de 500pb aproximadamente. El producto de cada

amplificacién se clona y entre 5 a 10 clones son evaluados por secuenciacién.

Estado de metilacion del gen PRKCH

Mediante el analisis de secuencia del gen PRKCH se localizaron dos islas CpG. La primera de ellas
se encuentra en el promotor, el primer exén y algunas bases del intrén 1, abarcando 1483pb. La
segunda isla con 703pb, estd localizada dentro del intrén 1 (Fig. 3.2.3.A). Las sondas destinadas a
evaluar el gen PRKCH en el microarreglo de islas CpG estan dirigidas a la primera de estas islas,
teniendo en cuenta esta informacidon se disenaron 3 juegos de cebadores de modo tal de

amplificar la isla CpG 1 en tres regiones (Fig. 3.2.3.A).

PRKCH
Exon 1 Intron 1
R e e A e ot e .1 s :
-
1 ““““““““—“"““““““““""“““““““““"““““““““"_________7980pb
I |
IslaCpG 1 IslaCpG 2
(1-1482pb) (5967-6651pb)

———>
R1 R2 R3
PRKCH PRKCH PRKCH

Figura 3.2.3.A. Esquema de localizacién de islas CpG del gen PRKCH. Las barras fucsia verticales indican la
posicion de los dinucléotidos CpG vy las horizontales las islas CpG. Las flechas muestran las tres regiones
(R1, R2 y R3) evaluadas por PCR y secuenciaciéon de ADN tratado con bisulfito. La barra azul sefiala el sitio
de inicio de la transcripcion.
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A pesar de que la amplificacion de la regién R1 y R2 no pudo ser analizada debido principalmente
a los bajos rendimientos de la PCR, si pudimos amplificar, clonar y analizar la region R3 de la isla
CpG 1. Los resultados, si bien preliminares, muestran un mayor porcentaje de dinucleétidos CpG
metilados en la poblacion quiescente (9.4%) mientras que se observa un menor porcentaje (2.5%)
de dinucleotidos CpG metilados en la poblacion proliferante (Fig. 3.2.3.B). Cuando se analizan las
zonas implicadas en esta desmetilacion diferencial, las mismas parecerian concentrarse en los
primero 5 dinucléotidos CpG. Sin embargo, necesitariamos cubrir el resto de las regiones de la isla
CpG y confirmar en un nimero mayor de pacientes estos resultados. El anélisis de la secuencia
gue contiene los primeros 5 CpG de la region 3 evidencid un gran nimero de posibles sitios de
union de factores de transcripcion (Anexo Il), entre los cuales encontramos Spl, C/EBPbeta,

STAT4/5, FOXOP3, E2F-1, cMyb, GATA1 y PAX5.

Por otra parte, estudios de expresion de la proteina PKCn con anticuerpos especificos seran
llevados a cabo sobre células de LLC de pacientes progresores e indolentes, para asi concluir si
este proceso epigenético junto con el aumento de la transcripcién del ARNm de esta molécula

confirmado en este trabajo tiene alguna relevancia bioldgica en la proliferacion del clon tumoral.

Region 3 PKRCH

Sub-poblacion Sub-poblacién
Proliferante Quiescente
OO

CpG Metilados: 2.5% CpG Metilados: 9.4%

QCpG Desmetilado
@ CpG metilado

Figura 3.2.3.B. Representacién grafica del estado de metilacion de la region 3 de la isla CpG1 del gen
PRKCH en poblaciones proliferante y quiescente del clon tumoral de un paciente de LLC (#4). Cada linea
representa un clon bacteriano en donde los circulos blancos y negros representan dinucledtidos CpG
desmetilados y metilados respectivamente.
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Estado de metilacion de los genes GIMAP1 y GIMAP5

Los genes GIMAP1 y GIMAPS estan ubicados consecutivamente en el cromosoma 7 y ambos
genes comparten la misma isla CpG de 1292pb, localizada en la region del intrén 1, exén 2 e
intron 2 de GIMAPL. La isla CpG de GIMAP1/5 se amplificé en dos fragmentos, regién 1 (R1-
GIMAP1/5) y region 2 (R2-GIMAP1/5)(Fig. 3.2.3.C).

GIMAP1/5
5 Exén1 Intrén 1 Exén 2 Intrén 2 7

lII L1 1 | 1l 11 | 1 1 Il_r 1 1

T T | L ] ITT [ [ TT0 [ I T T |
T T Tt Tt 5880pb
TSS
IslaCpG
(3345-4637pb)
R1 R2

GIMAP1/5 GIMAP1/5

Figura 3.2.3.C. Esquema de localizacidon de isla CpG de genes GIMAP1/5. Las barras fucsia verticales
indican la posicion de los dinucléotidos CpG y las horizontales las islas CpG. Las flechas muestran las
regiones (R1 y R2) evaluadas por PCR y secuenciaciéon de ADN tratado con bisulfito. La barra azul sefiala el
sitio de inicio de la transcripcion.

En una primera instancia se analizaron ambas regiones en las poblaciones proliferante y
quiescente de un paciente NM de LLC. Como puede observarse en la figura 3.2.3.D, la
secuenciacion mostrd que gran parte de los dinucledtidos CpG se encuentran metilados en estas
regiones. Sin embargo al comparara los porcentaje de CpG desmetilados se observa una pequefiia
diferencia entre ambas poblaciones celulares en las dos regiones analizadas. Dado que los
resultados no eran claros a favor de la hipdtesis de una mayor desmetilacion y en consecuencia
una mayor transcripciéon de los genes GIMAP1 y GIMAPS5, nos enfocamos en R1 en la cual
encontrdbamos el mayor porcentaje de desmetilacidon en la poblacién proliferante, un 14% contra
8% en la poblacién quiescente. Los estudios ampliados a un mayor nimero de pacientes

muestran que esta regidn presenta un mayor porcentaje de desmetilacién en la sub-poblacién
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proliferante en comparacion con la poblaciéon quiescente, de forma consistente en los cuatro

pacientes analizados si bien las diferencias no son estadisticamente significativas (Fig. 3.2.3.E).

GIMAP1/5
Regién 1 Regidn 2

2000000000000 0000000 0000000000000
2C00000000000000000000000000000000
2000000000000000000 000000

220000000000 0CEP00POC0P
0200000000 00000000000
Proliferante  @99900COSPPO 090PPOPC T
200000000000 0000800000 2090000000000000000000000000000000
22000000000 0009000 09 20900000 9000000000000000000000000
CpG desmetilados: 14.8% CpG desmetilados: 4.7%

CO000090 00000000000 00000000000000

«;Y'r'r'r'r'r'r‘r'r'r'r'r'r'r'r'r'r'r'r'r'r'r'r‘r'r'r'r'r'r'r'r'r

0209990 0999 0000090009
[00009,0,08,0000 88000000000
Quiescente Q00000 990008 00000 0000000000009
e
WTTTTTTTTTTTTTTYTTTT
[00005000059008000608099
0200000000000000C 000000

w TTTTYTTTTTTTTTTT;”
JWTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
CpG desmetilados: 8.7% CpG desmetilados: 12.7%

QCpG Desmetilado
@CpGmetilado

Figura 3.2.3.D. Representacién grafica del estado de metilacion de regiéon 1y 2 de la
isla CpG de los genes GIMAP1 y GIMAP5 en poblaciones proliferante y quiescente del
clon tumoral de un paciente de LLC (#3). Cada linea representa un clon bacteriano en
donde los circulos blancos y negros representan dinucleétidos CpG desmetilados y
metilados respectivamente. La ausencia de circulo representa la falta de un
dinucledtido CpG en esa posicién.
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Region 1 GIMAP1/5

A
Poblacion Proliferante Poblacién Quiescente % CpG metilados/desmetilados
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COD00D0! DO0D! 1000000000
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I e e (00000 000000000000, 000
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Figura 3.2.3.E. A) Representacién grafica del estado de metilacidn de la regién 1 de la isla CpG de los genes
GIMAP1 y GIMAPS5 en poblaciones proliferante (PP) y quiescente (PQ) del clon tumoral de cuatro pacientes
de LLC. Cada linea de circulos representa un clon bacteriano en donde los circulos blancos y negros
representan dinucledtidos CpG desmetilados y metilados respectivamente. Los graficos indican el
porcentaje (%) de dinucledtidos CpG desmetilados (barras grises) y metilados (barras blancas) para cada
poblacion y paciente. B) Grafico mostrando los porcentajes de CpG desmetilados en PP y PQ. Diferencias
no significativas segln analisis Wilcoxon signed rank test p<0.05 .

Evaluacion de GIMAPS5 a nivel de proteina

Debido a los interesantes resultados obtenidos tanto a nivel de metilacién como de transcripciéon

entendemos que la evaluacion de la expresion proteica de las GIMAPs, asi como su posible rol en
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la proliferacion tumoral en la LLC vale la pena ser estudiada. En este sentido, se procedid a
evaluar por citometria de flujo en una primera instancia la expresion de la proteina GIMAPS en
las poblaciones proliferante (IgG"*) y quiescente (IgM"**) del clon tumoral de LLC, dejando para
una segunda instancia la molecular GIMAP1. En este sentido se marcé simultaneamente con

anticuerpos anti-GIMAP5 y anti-IgG o anti-IgM segln correspondiera las PBMC extraidas de

distintos pacientes con LLC.

Nuestros resultados muestran un mayor nivel de expresiéon de GIMAPS a nivel de proteina en la
poblacion proliferante (IgG°*°) en comparaciéon con su contraparte quiescente (IgM"®) en los
cinco pacientes analizados. El analisis estadistico muestra un aumento significativo de GIMAPS5 en
la poblacion proliferante (Wilcoxon matched pairs test p: 0.031). Por otra parte, también se
observo que la gran mayoria de las células proliferantes expresan GIMAP5 (71% al 99%) mientras
gue el porcentaje de las células quiescentes del clon tumoral expresando esta proteina fue menor

y con mayor variacion (19% al 73%).

A B
vax A
25- = { A
P 0.031 I 'i Irrelevante

] {_ IgMPs
E 20 .: ' l. IgGPos
L 15 5 N
= 8 II ||
%} 104 o= III |
o 51 n=5 /

0 T ' ‘-LI/ I =

PP PQ  GIMAPS

Figura 3.2.3.F. A) Expresion de proteina GIMAP5 evaluada por citometria de
flujo en poblacion proliferante (PP) y quiescente (PQ) del clon tumoral de
cinco pacientes NM de LLC (#7-11 en tabla 5.1). IMF: intensidad media de
fluorescencia. Aumento significativo de GIMAP5 segln analisis Wilcoxon
signed rank test p<0.05. B) Histograma de GIMAP5 para PP (IgG"*), PQ (IgMP*)
y control irrelevante.
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3.3 Perfil protedmico de una poblaciéon leucémica proliferante AID"* y su

contraparte quiescente AID"™®

Desde el comienzo de este trabajo de tesis nuestro laboratorio se ha centrado en la

caracterizaciéon molecular de las sub-poblaciones AIDP® proliferante y AID"®

quiescente del clon
tumoral de pacientes de LLC. En particular y como hemos visto a lo largo de este trabajo de tesis,
hemos estudiado el perfil de metilacion y utilizado datos de expresion diferencial de genes a nivel
de ARNm para identificar moléculas que pudieran estar relacionadas a la proliferacion tumoral.
Dado que existen diversos mecanismos moleculares pos-transcripcionales que permiten o no a
una molécula de ARNm traducirse a proteina, entendimos interesante estudiar las proteinas
diferencialmente expresadas en ambas poblaciones. Nuestro principal objetivo en esta parte de
la tesis es la de identificar moléculas funcionalmente relevantes en la célula tumoral que ayuden

a entender la patogénesis de la enfermedad asi como a identificar posibles blancos terapéuticos

relacionados con la progresion oncoldgica.

Realizamos entonces un andlisis protedmico de las sub-poblaciones proliferante y quiescente
mediante electroforesis de geles de poliacrilamida en 2 dimensiones (2D-PAGE) y posterior
analisis por espectrometria de masa. Estos estudios se llevaron a cabo en la Unidad de Bioquimica

y Protedmica Analitica del Institut Pasteur de Montevideo.

Las proteinas totales de las sub-poblaciones del clon tumoral de LLC fueron extraidas a partir de
la fraccion organica del TRI-Reagent y resuspendidas directamente en el buffer de corrida del gel
2D con el objetivo de minimizar la pérdida de material. Las proteinas extraidas se cuantificaron

utilizando el reactivo Bradford y se evaluaron por SDS-PAGE.

Se procedid entonces a analizar las proteinas de la poblacion proliferante y su contraparte
qguiescente del clon tumoral de un paciente con LLC seleccionado por presentar una evolucion
muy agresiva de la enfermedad con estadio Binet C, linfocitosis mayor a 100.000 linfocitos/ul y

una sobrevida libre de tratamiento menor a 2 afios (LLC#1, Tabla 5.1).

Resueltos los problemas técnicos referidos a una alta concentracién de albumina en las muestras

obtenidas luego del aislamiento celular, lo que nos obligo a optimizar los geles 2D utilizando para
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la primera dimension tiras de gradiente de pH no lineal 3-11, pudimos llevar a cabo una migracién
del gel con buena resolucion y densidad de “spots”. Se realizaron corridas replicadas con 250ug y
400ug de proteinas totales y se compararon los geles 2D entre la poblacion proliferante y la

poblacién quiescente (Fig. 3.3.1).

A- 250 ug proteina total

Poblacidn proliferante Poblacién quiescente

jﬁ -
'
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Poblacion proliferante

S

- 97
e -~ "™ 66
. 45
30 ' Jel' N
- '
- y ’
& 20
Yy 14.4 Yia 143
R - o i o E— b -~ I |
pH3 1INL pH3 1INL

Figura 3.3.1. Analisis protedmico de poblaciones proliferante (IgG°**AID*) y quiescente (IgMP*°AID"¢) de
LLC sembrando dos cantidades de proteinas totales, 250 ug (A) y 400 ug (B). Los geles corresponden a 2D-
PAGE de gradiente de pH 3-11 no lineal (NL) tefiidos con azul de Coomassie coloidal.
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El analisis de los resultados permite detectar 29 proteinas que parecerian estar diferencialmente
expresadas en ambas sub-poblaciones. De estas proteinas, 20 estarian sobre-expresadas y 9
disminuidas en la poblacion proliferante (Fig. 3.3.2). Luego de la escisién de la proteina del gel y el
analisis por espectrometria de masa se identificaron 14 de estas proteinas (Tabla 3.3.1).

Poblacioén proliferantes Poblacién quiescente

14.4 ' : e °...-'.

b - ————— ..‘ o h14.4 e "—-—"'_.... .“h-—-_h-—h———-//
- e eSS

pH3 11 NC pH3 11 NC

Figura 3.3.2. Proteinas diferencialmente expresadas en poblaciones proliferante (IgG"* AID"*) y
quiescente (IgMP** AID"™) de LLC. Las flechas y nimeros corresponden a los spots seleccionados como
diferencialmente expresados para ser analizados por espectrometria de masa (#1-20 y #21-29 sobre-
expresados en poblacién proliferante y quiescente respectivamente). Los geles corresponden a 2D-PAGE
de gradiente de pH 3-11 NL teiidos con Azul de Coomassie coloidal.
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Tabla 3.3.1 Proteinas diferencialmente expresadas en sub-poblaciones IgG"*AID"* e IgMP*AID"*®

identificadas por 2D-PAGE y espectrometria de masa.

Ref.  Expresion**
Simbolo Nombre Entrez Funcion en Gel en poblacién
(N°)*  1gGP*AID"™®
Actin-related
ARPC2 protein 2/3 complex Control de la polimerizacién de actina 8 Aumentada
subunit 2
AHCY1 Adenf)sylhomocystei Posible rol regulador en metilacion de prgteinas, 10 Aumentada
nase isoform 1 controlando niveles de adenosylhomocysteine
Proteina anticoagulante. Rol potencial en
ANXAS5 Annexin V transduccién de sefiales, inflamacion, crecimiento 11 Aumentada
y diferenciacion
Cold-inducible RNA- Rol prgtectlvo en estrés genotoxico. Activador
CIRBP - . traduccional
binding protein
o . 20 Aumentada
. . Componente de complejos represores de
Sin3A-Associated - L
SAP18P Protein. 18kDa transcripcion 'y de splicing. Involucrado en
! modulacién por splicing de BCL2L1/Bcl-X
Elongation factor 1 _, . .
EEF1A1 alphi ! Sintesis de proteinas 1 Aumentada
Enzima del metabolismo del glutatién. Regulacién
GLO1 Glyoxalase | de actividad transcripcional de NFkB inducida por 13 Aumentada
TNF
Heterogeneous
HNRNPA2B1 n'uclear ' Procesamlento de pre-ARNm y otros aspectos de 17 Aumentada
ribonucleoprotein metabolismo y transporte de ARNm
A2/B1
Capping . . .
CAPG Protein, Gelsolin- Controla movimiento basado en actina de células 9 Aumentada
. no musculares
Like
Malate
dehydrogenase Ciclo del &cido citrico. Rol en coordinacién
MDH1 ycrogenase, ! o ! rico. ihacl 7 Aumentada
cytoplasmic isoform metabdlica mitocondria/citoplasma
2
PRDX1 Peroxiredoxin 1 Rol protec'tor a'\ntioxida'nte. Activid:f\d antiviral. 18 Aumentada
Efecto proliferativo relacionado con cancer
Voltage-Dependent Formaciéon de canales en membrana externa
VDAC1 . 8 P mitocondrial y membrana plasmatica. Rol en 3y15 Aumentada
Anion Channel 1 .
apotosis celular
Proteasome Ensamblaje de inmunoproteosoma, necesario
PSME2 activator  complex J .,p . 12 Aumentada
. para correcta presentacion de antigenos
subunit 2
ACTA1 Aactin Involucrada en varios tipos de movimiento celular 21 Disminuida
Hemoglobin beta , T
HBB chain glob! Transporte de oxigeno 29 Disminuida

*Numero de referencia asignado en los geles de la figura 3.3.2.
** Expresion en poblacidn 1gG”* AID* respecto a poblacién IgM"* AID" seglin analisis de geles 2D-PAGE
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=10109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=3181

Luego de un andlisis bibliografico detallado sobre las diferentes proteinas identificadas vy
queriendo focalizarnos en un par de proteinas para realizar estudios en mayor profundidad

decidimos seleccionar las siguientes moléculas:
Proteina VDAC1:

VDAC1 es una proteina de la membrana mitocondrial externa involucrada en la regulacién del
intercambio de metabolitos, iones, nucleétidos, Ca’* entre otras moléculas entre la mitocondria v
el citosol (Vander Heiden et al. 1999). VDAC1 no solo juega un rol en la regulacién metabdlica y
energética de la mitocondria, sino que también desempefia un papel importante en la apoptosis
mediada por este organelo. Este rol en |la apoptosis, lo desempena participando en la liberacién al
citosol de proteinas mitocondriales pro-apoptoéticas (Shoshan-Barmatz et al. 2010; Zaid et al.
2005) e interaccionando con proteinas reguladoras de la apoptosis, tales como Bcl-2, Bcl-xL (Abu-
Hamad et al. 2009; Arbel et al. 2012; Arbel & Shoshan-Barmatz 2010). Proteinas que estan sobre-
expresadas en muchos canceres, incluyendo LLC y que controlarian su capacidad de inducir

apoptosis (Grobholz et al. 2002; Schimmer et al. 2003; Shoshan-Barmatz et al. 2014).

Se ha observado, que altos niveles de expresion de VDAC1 pueden conferir a la célula tumoral
una ventaja selectiva facilitando los procesos dependientes de energia tales como proliferacién e
invasién (Abu-Hamad et al. 2006). No obstante, niveles aumentados de VDAC1 pueden volverse
deletéreos si consideramos que esta es una molécula pro-apoptotica. En este sentido, se han
desarrollaron péptidos basados en VDAC1 que son capaces de penetrar las células provocando
gue esta se vuelva un agente pro-apoptdtico (Arzoine et al. 2008). Estos péptidos mostraron

tener potencialidad terapéutico en la LLC (Prezma et al. 2013).

En nuestro analisis protedmico, VDAC1 fue identificada en dos de los spot analizados por
espectrometria de masa (N°3 y 15). Los mismos se encuentras muy cercanos a un tercer spot
(N°16) que no logro ser identificado. Este corrimiento en el punto isoeléctrico (Pl) de los spots
correspondientes a VDAC1 estaria indicando la presencia de modificaciones pos-traduccionales
diferenciales entre la proteina. Si bien, mediante el analisis de espectrometria de masa se detectd
una acetilacién N terminal en ambas proteinas, con los péptidos obtenidos en el andlisis no fue

posible identificar modificaciones diferenciales entre ambas proteinas. Ha sido descrito que la
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proteina VDAC1 puede ser fosforilada y acetilada (revisado en (Martel et al. 2014), cualquiera de

estas dos modificaciones podria explicar el corrimiento del Pl de los spot.

En este contexto es que nos proponemos investigar si la sobre-expresion de VDAC], la cual podria
estar facilitando la obtencion de energia por parte de las células del clon tumoral que muestran
una mayor proliferacién, podria constituir un marcador tumoral que nos indique el nivel de
actividad metabdlica de las células de LLC. Por otra parte, nos parece interesante explorar si las
posibles modificaciones postraduccionales de VDAC1 podrian estar asociadas con una actividad

y/o estabilidad diferente de esta proteina en la poblacidn proliferante
Proteina GLO1:

GLO1 es una enzima que pertenece al sistema glioxalasa, el cual cataliza la conversion del
metilglioxal al producto no toéxico D-lactato. Esta catalisis destoxifica el metilglioxal acumulado, el
cual es un sub-producto de la bioquimica normal de la célula pero altamente téxico para las
proteinas celulares y los acidos nucléicos (Masterjohn et al. 2013). La expresiéon de GLO1 se ha
visto aumentada en tejidos tumorales con alta tasas metabdlicas (Thornalley & Rabbani 2011).
Estudios clinicos sugieren un rol de GLO1 en el crecimiento tumoral y progresién (Cheng et al.
2012; Fonseca-Sanchez et al. 2012). Recientemente, la via glioxalasa esta siendo considerada
como blanco terapéutico para reducir la resistencia del cancer a la quimioterapia (Sakamoto et al.
2000; Thornalley & Rabbani 2011) y de esta manera aumentar la eficiencia de las drogas anti-

tumorales (Taniguchi et al. 2012).

Considerando la funcion y asociacion de GLO1 con distintos tipos de células tumorales es que no
planteamos la siguiente hipdtesis: el aumento de la proteina GLO1 en las células proliferantes del
clon tumoral, les permite a estas células mantener una alta tasa metabdlica protegiéndolas del
dafo celular y apoptosis provocada por los compuestos toxicos generados en este proceso. Por lo
tanto, GLO1 podria ser un blanco terapéutico interesante enfocado en atacar aquellas células con
mayor tasa de proliferacién dentro del clon tumoral de LLC. Por otra parte, esta proteina podria
constituir una medida indirecta del tamano de la poblacién de células proliferantes del clon

tumoral, la cual esta asociada con un mal pronésitco en la LLC.
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Al momento hemos realizado PCR cuantitativa de GLO1 encontrando, en concordancia con los

estudios protedmicos, una mayor expresion de ARNm en la poblacién proliferante respecto a la

quiescente (Fig.3.3.3).
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Figura 3.3.3. Expresiéon de ARNm de GLO1 en poblacién quiescente (PQ) vs proliferante (PP) evaluada por
Q-PCR en tres pacientes de LLC (#2, 7 y 6). La expresién se normalizé respecto a la amplificacién de GAPDH
y se calculd la expresidon como 2", La barra indica el desvio estandar.
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4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1 Mecanismos moleculares responsables de la expresion anémala del marcador
prondstico LPL en pacientes con LLC con mal pronadstico

Dada la gran heterogeneidad en la evolucién de los pacientes de LLC y la resistencia a la terapia
gue alguno de ellos presentan, la busqueda de moléculas con potencialidad de ser buenos
marcadores prondstico es un tema de intensa investigacion en la LLC. Entre las moléculas con
valor pronéstico que han sido descritas con tales fines, el nivel de expresiéon del ARNm de LPL se
ha consolidado como un excelente predictor de la evolucion clinica. Si bien esta claramente
demostrado que altos niveles de expresidon de este gen se correlacionan con un mal prondstico
de la enfermedad, la funcion y los mecanismos que regulan dicha expresion en el clon leucémico

aun no han sido dilucidados.

La regulacidon de genes supresores de tumores asi como de genes que le dan una ventaja selectiva
a las células tumorales puede darse a través de multiples mecanismos. No obstante, la regulacion
mediante modificaciones epigenéticas ha mostrado jugar un rol importante en la tumorogénesis
de muchos cdnceres, incluida la LLC. En este sentido, los resultados generados en esta tesis,
mostraron por primera vez que la expresion andmala de LPL en pacientes NM es debida a un
proceso de desmetilacion en la isla CpG localizada en el primer exdn/intrén del gen LPL. Nuestros
resultados evidencian que el nivel de metilacion de esta regidn se correlaciona con el nivel de
expresion de ARNm de LPL en los pacientes NM. Esto, junto con otros datos de sobre-expresion
en la linea celular Daudi luego de desmetilar el gen LPL con 5-Aza-2’-deoxicitidina, confirman que

la desmetilacién del gen seria la responsable de la expresién de LPL en la LLC.

Teniendo en cuenta la buena correlacion que se observd entre el nivel de metilacion y
transcripciéon del gen LPL, y alentados por el poder predictivo de la evolucidn clinica de este gen,
nos planteamos estudiar las diferentes causas que podrian estar en el origen de esta metilacién

diferencial.
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Dado la importancia de las sefiales que el microambiente celular puede enviarle al clon tumoral y
la asociacion de estas interacciones con la progresion leucémica (Burger et al. 2009), decidimos
evaluar si diferentes tipos de sefiales (T-dependientes, T-independientes o antigénicas) eran

capaces de desmetilar la region promotora del gen LPL e inducir asi su expresion.

Nuestro trabajo en este sentido, muestra que sefiales T-dependientes (CD40L/IL-4) y estimulacion
a través del BCR son capaces de desmetilar la region promotora de LPL con el consecuente
aumento de expresion. Estos resultados, fueron confirmados realizando cultivos con células T
autodlogas activadas, lo que valida el efecto observado con sefiales dependiente de células T sobre
LPL. Interesantemente, dichos estimulos fueron capaces de promover la proliferacién de las
células de LLC, evaluada por Ki67, mientras que las sefales T-independientes de inmunidad
innata a través de los receptores "Toll like receptors" (TLRs) evaluadas fueron incapaces de

reproducir estos resultados de proliferacion celular, desmetilacién y expresidén de LPL.

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta parte de la tesis (articulos n°1 y 2) permiten
especular sobre la posible funcion que LPL estaria cumpliendo en las células B de LLC, un tema
muy controversial al dia de hoy. Algunas evidencias experimentales apuntan a que LPL estaria
cumpliendo una funcion catalitica en el metabolismo lipidico. En este sentido, Pallasch y col.
muestran que las células de LLC presentan mas actividad lipasa que células B normales y que el
tratamiento con el inhibidor de lipasas Orlistat, provoca la muerte por apoptosis de las células
leucémicas, sugiriendo que cambios en la expresion de lipasas (incluida LPL) estan relacionados
con el desarrollo de la LLC (Pallasch et al. 2008). Esto es apoyado por los estudios que confirma
una alta actividad de la via de degradacion de acido grasos en células de LLC (Van’t Veer et al.
2006) y que muestran que el silenciamiento de LPL disminuye la capacidad de la célula de LLC de

oxidar acidos grasos libres (Rozovski et al. 2015).

Sin embargo, contrariamente a lo antes descrito se ha observado que dentro de los pacientes de
LLC los que presentan un perfil NM tienen menor actividad lipolitica, a pesar de tener altos
niveles de expresion de LPL (Mansouri et al. 2010). Observaciones que fueron complementadas

por el trabajo de Porpaczy y col., donde se muestra que la actividad enzimatica de LPL en el suero
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de pacientes de LLC es similar a la de donantes sanos (Porpaczy et al. 2013). Esto estaria en
concordancia con la idea de que esta enzima estaria involucrada en otros procesos distintos al
metabolismo lipidico. Tomando en consideracion, que las células de LLC NM se caracterizan por
ser mas sensibles a la activacién a través de receptores de superficie, se ha sugerido que LPL
puede contribuir a la formacion de “lipid rafts” que participan en la activacién del linfocito B
(Olivecrona et al. 1997). Por otra parte, en las células de LLC el heparan sulfato contribuye a
estabilizar a LPL en la superficie celular y considerando su habilidad para crear puentes entre
otras moléculas se ha sugerido que LPL podria participar en la migracion celular o en la
interaccidn con células dendriticas y estromales (Mansouri et al. 2010). Otra posibilidad, atin poco
explorada, es que LPL pueda cumplir distintas funciones dentro de la célula de LLC. En este
sentido, recientemente se mostréd que el silenciamiento de LPL en células de LLC afecta la
expresion de 5 genes, estando uno de ellos (STXBP3) involucrado en el metabolismo lipidico

(Porpaczy et al. 2013).

Todas las hipdtesis antes mencionadas pueden ser vislumbradas a la luz de nuestros resultados
(Abreu et al. 2013b; Moreno et al. 2013). Desde nuestro punto de vista, es claro que la expresién
de LPL esta en estrecha relacién con la presencia de la célula de LLC en un microambiente
tumoral. Los datos de esta tesis, muestran como sefiales entregadas por este microambiente son
capaces de activar la expresion de LPL. Situando la expresion de esta molécula en células que se
encuentran proliferando y por ende necesitando recursos energéticos. Por otra parte, la funcion
no catalitica de LPL es muy interesante, ya que su expresion en pacientes NM de LLC podria estar
asociada con facilitar la interaccién con células presentes en érganos linfoides. La expresidon de
esta proteina junto con integrinas como CD49d, moléculas anti-apoptéticas (Bcl2) asi como
guimioquinas (CCL3, CCL4, CXCL12) que se han evidenciado en sub-poblaciones proliferantes de

LLC podrian ser responsables de un “loop” activador del clon tumoral.

En resumen, en este trabajo, comparando los patrones de metilacion del gen LPL en pacientes
NM y Mut de LLC, demostramos una clara asociacién entre la expresion de LPL y un proceso de
desmetilacion de su isla CpG. Este proceso puede ser inducido en el clon leucémico por sefiales

especificas del microambiente, como ser CD40L/IL-4 y anti-IgM, pero no por sefales de
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inmunidad innata entregadas a través de receptores TLR. En suma, estos resultados sugieren que
un mecanismo epigenético, desencadenado por el microambiente, regula la expresién de LPL en

las células de LLC.

4.2 Poblaciones leucémicas proliferante 1gG"*AID*, caracterizacién a nivel de
metilacion del ADN y expresion proteica

La observacion de que las células de LLC se acumulan progresivamente in vivo pero mueren
cuando se las cultiva in vitro sin ningun tipo de estimulacién, resalta la importancia del
microambiente tumoral en la habilidad de entregar sefiales que colaboran con la sobrevida y
crecimiento del clon maligno. En este sentido es que se ha descrito que debe existir un equilibrio
entre las células quiescentes en SP y las células en divisién que recientemente recibieron sefiales
del microambiente de los centros proliferantes. El balance entre los dos compartimentos podria

contribuir al curso clinico variable de los pacientes de LLC (Caligaris-Cappio, 2003).

Es asi que hoy en dia, diferentes grupos de investigacidon estan estudiando distintas sub-
poblaciones con caracteristicas proliferantes dentro del clon tumoral que estan relacionadas con
la progresion y el mal prondstico en la LLC. Y que a su vez podrian ser responsables de la sobre-
expresion de numerosos marcadores moleculares de agresividad tumoral en estos pacientes de
LLC. En este sentido, trabajos previos de nuestro grupo describien una poblacion proliferante
dentro del clon tumoral que sobre-expresan la enzima AID ademas de moléculas relacionadas con
proliferacidén y anti-apoptosis (Palacios et al., 2014; Palacios et al., 2010) y que esta asociada a

pacientes NM con una alta progresién de la enfermedad.

En estos trabajos se analizd también la expresion de ARNm y miRNAs de esta poblacidon
proliferante en comparacidon con su contraparte quiescente, revelando que existen multiples
moléculas diferencialmente expresadas (Palacios et al., 2014). Dado que a la enzima AID, ademas
de su capacidad mutagénica, se le ha adjudicado un rol en la desmetilacién activa del ADN
(revisado en (Ramiro & Barreto 2015) y teniendo en cuenta los resultados de regulacion génica
diferencial entre ambas poblaciones (AID’*°y AID"®), consideramos de interés en este trabajo de

tesis estudiar los perfiles de metilacion en ambas sub-poblaciones tumorales del mismo paciente.
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Andlisis de Metilacion de ADN

Los eventos epigenéticos han sido asociados con el desarrollo y progresion tumoral de muchos
tipos de cancer, pudiendo ocurrir tempranamente en el desarrollo del tumor y persistir durante el
proceso maligno (Feinberg & Tycko 2004; Jones & Baylin 2002). Por lo tanto, la desregulacién
epigenética puede ser explorada como una herramienta poderosa en la clinica y como un nuevo
enfoque para el diagndstico precoz asi como para la prediccion de la evolucion clinica (Belinsky
2004; Laird 2003; Harikrishnan et al. 2004). Una distincién importante entre las alteraciones
genéticas y epigenéticas es la reversibilidad de estas ultimas, haciendo de los cambios en la
metilacion del ADN, modificaciones de histonas y expresion de ARN no codificantes blancos

atractivos para la terapéutica (Egger et al. 2004; Jones & Baylin 2007).

El analisis de metilacion de ADN diferencial entre la poblacién proliferante y quiescente llevado a
cabo empleando microarreglos de islas CpG, permitié identificar 322 genes que estarian
desmetilados exclusivamente en la poblacion proliferante. Dentro de estos genes encontramos
moléculas relacionados con citoesqueleto y crecimiento celular, metabolismo lipidico,

sefalizacidn quinasas/fosfatasas y otros genes relacionados con distintos tipos de céncer.

En una publicacion reciente en el que emplean microarreglos, se lleva a cabo un extenso estudio
comparativo de la metilacién de ADN durante la evolucién de pacientes de LLC con distintas
caracteristicas clinicas, asi como de las células provenientes de SP y nddulos linfaticos (NL) (Cahill
et al. 2013b). En este trabajo observan que, contrariamente a lo esperado, la metilacion global
del ADN fue similar entre las células provenientes de un compartimiento quiescente (SP) y uno
proliferativo (NL), encontrando diferencias solo a nivel intrapaciente que no fueron consistentes
entre los distintos pacientes. Esto podria explicar el hecho de que en los microarreglos en que

|II

utilizamos ADN proveniente de un “pool” de pacientes no fue posible encontrar genes
diferencialmente metilados, probablemente los distintos perfiles de metilacion de cada pacientes
enmascaren las diferencias entre las poblaciones celulares estudiadas. Los resultados de Cahill y
col. los llevaron a especulan que la metilacion de ADN de células de LLC de diferentes
compartimientos estd poco influenciada por factores del microambiente. Sin embargo, nuestros

resultados mostraron un numero considerable de genes diferencialmente metilados en las

poblaciones analizadas. Debemos destacar que las células que nosotros aislamos como
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proliferantes por “cell sorter” constituyen una poblacidn mas homogénea que las células
provenientes de un NL, lo cual probablemente nos permitié encontrar mas diferencias. También
debemos mencionar que los resultados generados en esta tesis respecto al efecto de estimulos
proliferativos sobre el estado de metilacion del gen LPL, es un ejemplo concreto de como las

sefiales propias de un microambiente tumoral son capaces de afectar la metilacién de un gen.

La comparacion de los datos del microarreglo de islas CpG con datos generados por nuestro
grupo sobre la expresion génica (microarreglos de ARNm) de las poblaciones quiescentes vy
proliferantes, nos permitid identificar 7 genes que estando desmetilados en la poblacién
proliferante se encontrarian diferencialmente expresados a nivel de ARNm. Este bajo numero no
sorprende, teniendo en cuenta que ya ha sido descrito que los analisis a gran escala de perfiles
globales de metilacién y expresion génica en LLC no tienen una buena correlacion (Kulis et al.
2012; Martin-Subero et al. 2013). La verificacién del nivel de expresién por Q-PCR mostré que
GIMAP1 (GTPase, IMAP family member 1), GIMAP5 (GTPase, IMAP family member 5), MYO1G
(myosin 1G), PRKCH (protein kinase C, eta) y STARD10 (StAR-related lipid transfer (START) domain
containing 10) presentan una clara correlacién entre el aumento del nivel de ARNm vy la

desmetilacion del gen en el microarreglo de islas CpG.

Respecto a la confirmacién del estado de metilacion de alguno de estos genes por la técnica de
secuenciacion de ADN tratado con bisulfito, nuestros datos son preliminares y requieren en
algunos casos ampliar el estudio a otras regiones génicas, a un mayor numero de pacientes y
probablemente a cambiar la aproximacién técnica, realizando luego del tratamiento con bisulfito
el analisis por secuenciado masivo. Esto nos permitird ampliar el nimero de células estudiadas,
sobre todo entendiendo que el perfil de metilacion pocas veces es tan general como el que

encontramos para el gen LPL.

La metilacion en el gen PRKCH

Dentro de los genes que fueron evidenciados en el microarreglo de islas CpG como desmetilados
en la poblacién proliferante y que presentan mayor expresion a nivel de ARNm respecto a la
poblacién quiescente del clon tumoral de LLC encontramos a PRKCH. Este gen codifica para la

proteina quinasa C eta (PKCn), un miembro de la familia PKC. Esta es una familia de quinasas de
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serinas/treoninas que esta compuesta por 10 isoformas, clasificadas como convencionales,
nuevas y atipicas, segin son activadas por fosfatidilinositol, diacilglicerol y/o Ca”. Estas proteinas
se encuentran en el cruce de muchas vias de transduccién de sefial, también estan implicadas con
una amplia gama de receptores acoplados a proteinas G y otras respuestas celulares
dependientes de factores de crecimiento. Debido a la variada distribucion en tejidos asi como a
localizacion subcelular y los diversos procesos celulares que regulan, estas proteinas se han
posicionado como blancos terapéuticos atractivos en muchos cénceres (revisado en (Steinberg
2008). La isoforma PKCn ha mostrado tener un rol especifico en la regulacion de |la apoptosis y ha
sido asociada a la resistencia a drogas en cancer de ovario, de mama y linfomas de Hodgkin (J. F.
Beck et al. 1998; J. Beck et al. 1998; Abu-Ghanem et al. 2007). En lineas celulares de cancer de
mama, la sobre-expresién de PKCn confiere proteccién contra la apoptosis impidiendo la
activacion de la quinasa JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Rotem-Dai et al. 2009). Otro estudio
realizado también con lineas celulares de cancer de mama, mostré que PKCn actia como un
regulador negativo de la activacion de AKT provocando la disminucion de la proliferacion, pero
por otra parte tiene un efecto anti-apoptético que prolonga la vida de las células (Shahaf et al.
2012). En linea con estos hallazgos, en células de glioblastoma, PKCn inhibe la apoptosis inducida
por UV e irradiacién-c a través del bloqueo de la activacion de la caspasa 9 (Hussaini et al. 2002) y
provoca una respuesta proliferativa al estimulo con PAM (phorbol-12-myristate-13-acetate) (Uht
et al. 2007). En queratinocitos humanos, la activacién inducida por UV de la caspasa 3 es reducida
por la sobre-expresion de PKCn (Matsumura et al. 2003). Mientras que, la disminucién de PKCn en
las células de cancer de pulmon A540 aumenta significativamente la actividad de la caspasa 3 y
sensibiliza las células al paclitaxel y vincristina (Sonnemann, Gekeler, Ahlbrecht, et al. 2004). En
cancer de proéstata, se ha demostrado que la disminucion de la expresiéon de PKCn aumenta la
apoptosis inducida por TRAIL a través del incremento de la actividad de la caspasa 3 y liberacion
de citocromo ¢ (Sonnemann, Gekeler, Sagrauske, et al. 2004). Recientemente, la sobre-expresion
de esta isoforma de PKC ha sido propuesta como un marcador de mal prondstico en cancer de

pulmon (Krasnitsky et al. 2012).
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Varios estudios muestran que en LLC se sobre-expresan ciertas isoformas de PKC y que la
sobrevivencia de estas células es dependiente de la actividad PKC (Alkan et al. 2005; Barragdn et
al. 2003). La isoforma mas estudiada en esta patologia ha sido PKCII, la cual esta involucrada en
la sefializacion a través del BCR en células de LLC (Abrams et al. 2007; zum Blischenfelde et al.
2010). Sin embargo, hasta el momento no hay ningun reporte sobre PKCn en esta leucemia. Varios
inhibidores inespecificos de PKC, asi como inhibidores especificos de PKCBII y PKCS, efectivamente
inducen la muerte de las células de LLC, lo que muestra que la administracion simultanea de estos
inhibidores con otras drogas podria ser una estrategia terapéutica interesante para el tratamiento

de esta patologia (revidado en (Kazi et al. 2013).

El estudio de metilacion de PRKCH que realizamos, si bien necesita ser ampliado, evidencia una
mayor metilacién en la regidon 3 de la isla CpG 1 en la poblacidon quiescente respecto a la
proliferante. Esta diferencia se concentra en los primeros 5 dinucleétidos CpG, regién en la cual
encontramos sitios de union a factores de transcripcion (FT), de gran importancia en la regulacién
del desarrollo y proliferacion del linfocito B. Entre estos FT encontramos a Spl, C/EBPbeta,
STAT4/5, FOXOP3, E2F-1, cMyb, GATA1 y PAXS5, todos ellos relacionados con distintos tipos de
cancer y alguno de los cuales han mostrado estar vinculados con la tumorogénesis de la LLC
(Oppezzo, Dumas, et al. 2005; Ramiro & Barreto 2015). Estos resultados son alentadores en la
hipdtesis de que esta isoforma de PCK, poco estudiada en la LLC y que presenta altos niveles de
expresion a nivel de ARNm en la poblacién proliferante, pueda estar favoreciendo la proliferacion
o sobrevida de estas células. Por lo antes mencionado, nos planteamos ampliar el estudio de este
gen a un numero mayor de pacientes, intentando evaluar toda la isla CpG 1 a nivel de
secuenciado masivo luego del tratamiento del ADN con bisulfito. Ademas de ello, la evaluacién de
la expresion de esta proteina en diferentes pacientes de LLC asi como en diferentes érganos
(Centros proliferantes y SP) sera llevada a cabo con el objetivo de intentar comprender y ampliar
los resultados obtenidos hasta el momento e intentar conocer la implicancia bioldgica de la

expresion de esta molécula en la progresiéon del tumor.

La metilacién en los genes GIMAP1/5
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Los genes GIMAP (GTPase immune-associated proteins) codifican para proteinas de unién a GTP
muy conservadas en la evolucidn y que se expresan preferentemente en células hematopoyéticas
y linfoides. Se ha involucrado a miembros especificos de esta familia en el desarrollo de linfocitos
y han sido asociados con enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Sin embargo, la funcién de
estas proteinas continua siendo poco comprendida tanto a nivel celular como molecular. GIMAP5
es importante para la sobrevida en las Ultimas etapas de los timocitos del linaje af,
especialmente del linaje CD8" y de células T maduras en periferia (Schulteis et al. 2008; Barnes et
al. 2010) y también en la generacién de sefiales de sobrevida a través del TCR (Yano et al. 2014).
Por el contrario, GIMAP1, cuya expresién comienza en precursores hematopoyéticos, es esencial
durante el desarrollo temprano de las células T (Saunders et al. 2010). Interesantemente,
GIMAP1 se encontrd sobre-expresada en 5 lineas celulares murinas de cancer linfoide pero su

posible funcién no fue determinada (Saunders et al. 2009).

GIMAPS presenta un extremo carboxilo terminal corto hidrofébico que puede promover su
interaccion con membranas bioldgicas. En efecto, se ha propuesto que esta proteina se
encuentra asociada a la membrana de organelos celulares, incluyendo mitocondria y lisosomas,
donde puede afectar la estabilidad de las proteinas de la familia Bcl-2 (Dahéron et al. 2001;

Sandal et al. 2003).

Un estudio realizado en leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T), propone que la
sefializacion a través de la via NOTCH protege a estas células leucémicas de la apoptosis a través
de la regulacion positiva de la expresiéon de GIMAP5 (Chadwick et al. 2010). Es importante
destacar que en LLC mutaciones en NOTCH1 que producen una proteina constitutivamente
activa, han sido correlacionadas con una menor sobrevida global, asociada a una mayor
resistencia a la muerte celular del linfocito leucémico (Balatti et al. 2012; Fabbri et al. 2011;

Puente et al. 2011).

En un trabajo reciente donde estudian mediante microarreglos de ADN los patrones de
metilacion de promotores génicos en pacientes de LLC en etapas tempranas, encontraron que la
metilacion de un fragmento correspondiente a GIMAP5 estd asociada negativamente con el
tiempo libre de enfermedad (Ronchetti et al. 2013). Pero no ahondan en el estudio de la

relevancia de este gen en la LLC.
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El estudio de metilacidn de la isla CpG que comparten los genes GIMAP1 y GIMAP5 mostré que la
region 1 de dicha isla presenta un menor porcentaje de dinucledtidos CpG metilados en la
poblacién proliferante respecto a su contraparte quiescente. Esta disminucion en la metilacion se
correlaciona positivamente con un mayor nivel de expresiéon de ARNm de ambas moléculas en la
poblacién proliferante y con una mayor expresion de GIMAPS5 a nivel de proteina. Teniendo en
cuenta estos datos y las publicaciones que vinculan a esta molécula con NOTCH y proteinas anti-
apoptéticas de la familia Bcl2, nos proponemos continuar con el estudio de esta molécula
tratando de comprender cudl podria ser el rol bioldgico de su expresion aumentada en la

proliferacion tumoral de los pacientes progresores con LLC.

Estudio protedmico de las poblaciones proliferante y quiescente de la LLC

En paralelo a los estudios del metiloma de las poblaciones quiescente y proliferante en esta tesis
realizamos también un analisis protedmico de las sub-poblaciones mencionadas. Los resultados
obtenidos en esta parte de la tesis permitieron identificar 14 proteinas diferencialmente
expresadas entre ambas poblaciones (12 de ellas aumentadas en la poblacién proliferante y 2
disminuidas). Basandonos en la informacion bibliografica disponible hasta el momento,
planteamos proseguir los estudios de dos proteinas relacionadas con proliferacién e inhibicion de
la apoptosis, GLO1 (Glyoxalase 1) y VDAC1 (Voltage Dependent Anion Channel 1). Con el propdsito
de confirmar la sobre-expresidon de estas moléculas en la poblacién proliferante, nos planteamos
utilizar citometria de flujo, lo cual nos permite discriminar ambas poblaciones celulares a partir

de poco material celular.

VDAC1 (Voltage Dependent Anion Channel 1) es una proteina de la membrana mitocondrial
externa involucrada en la regulacion del intercambio de metabolitos, iones, nucledtidos, Ca*'
entre otras moléculas entre la mitocondria y el citosol (Vander Heiden et al. 1999). VDAC1 no solo
juega un rol en la regulacion metabdlica y energética de la mitocondria, sino que también
desempeiia un papel importante en la apoptosis mediada por este organelo. Este rol en la

apoptosis, lo desempefia participando en la liberacién al citosol de proteinas mitocondriales pro-
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apoptoticas (por ejemplo citocromo ¢, AIF y Smac/DIABLO) (Shoshan-Barmatz et al. 2010; Zaid et
al. 2005) e interaccionando con proteinas reguladoras de la apoptosis, tales como Bcl-2, Bcl-xL
(Abu-Hamad et al. 2009; Arbel et al. 2012; Arbel & Shoshan-Barmatz 2010) y hexoquinasa (HK)
(Zaid et al. 2005; Abu-Hamad et al. 2009; Abu-Hamad et al. 2006). Proteinas que estan sobre-
expresadas en muchos canceres, incluyendo LLC (Grobholz et al. 2002; Schimmer et al. 2003;

Shoshan-Barmatz et al. 2014).

Se ha observado, que células tumorales con un descenso en los niveles de VDAC1 inducido por
interferencia con ARN, muestran defectos en el crecimiento celular in vivo (Koren et al. 2010). A
la inversa, altos niveles de expresién de VDAC1 pueden conferir a la célula tumoral una ventaja
selectiva facilitando los procesos dependientes de energia tales como proliferacién e invasion
(Abu-Hamad et al. 2006). Es asi que se ha propuesto a la sobre-expresiéon de VDAC1 como un
factor pronéstico desfavorable en cancer de pulmon de células no pequefias (Grills et al. 2011).
No obstante, niveles aumentados de VDAC1 pueden volverse deletéreos si consideramos que
esta es una molécula pro-apoptdtica. En las células cancerosas, la sobre-expresiéon de moléculas
anti-apotéticas como Bcl2, Bcl-XL y HK, las cuales interactian con VDAC1, previene su actividad
apoptoética. En este sentido, se han desarrollaron péptidos basados en VDAC1 que son capaces de
penetrar las células y unirse a estas proteinas anti-apoptaéticas, interrumpiendo asi su asociacion
con VDAC1 vy provocando que esta uUltima se vuelva un agente pro-apoptotico (Arzoine et al.

2008). Estos péptidos mostraron tener potencialidad terapéutico en la LLC (Prezma et al. 2013).

Ya ha sido bien establecido que la proteina VDAC1 puede ser blanco de modificaciones pos-
traduccionales en multiples aminodcidos, tales como fosforilacion y acetilacion (revisado en
(Martel et al. 2014). Si bien no se conoce la funcién de todas las modificaciones identificadas, se
ha descrito que algunas de ellas afectan la actividad de la proteina, su estabilidad a través de la
degradacidn por el proteosoma, su acumulacién en organelos asi como su interaccidon con otras
proteinas (Martel et al. 2014). En nuestro caso, el estudio proteédmico comparativo entre ambas
poblaciones identificd dos spots que estarian sobre-expresados en la poblacién proliferante y que
corresponderian a la proteina VDACI. Al verificar la posicién de estas dos proteinas en el gel 2D

se observa un corrimiento en el punto isoeléctrico (PI) entre los spots. Estas diferencias podrian
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estar indicando una fosforilaciéon y/o acetilaciéon diferente de la proteina entre ambas

poblaciones que podrian tener implicancias interesantes de ser estudiadas en mas detalle.

Por su parte, GLO1 es una enzima que pertenece al sistema glioxalasa, el cual cataliza la
conversion del metilglioxal al producto no téxico D-lactato. Esta catalisis destoxifica el metilglioxal
acumulado, el cual es un sub-producto de la bioquimica normal de la célula pero altamente tdxico
para las proteinas celulares y los acidos nucléicos (Masterjohn et al. 2013). La expresion de GLO1
se ha visto aumentada en tejidos tumorales con alta tasas metabdlicas, donde la inhibicion de la
expresion de GLO1 lleva a la acumulacion de glioxal y metilglioxal, induciéndose
significativamente dafio celular y la apoptosis (Thornalley & Rabbani 2011). Estudios clinicos
mostraron que una expresion elevada de GLO1 esta significativamente asociada con invasion
local, metastasis en nédulo linfatico, estado patoldgico de cancer gastrico (Cheng et al. 2012) y
grado tumoral alto de cancer de mama (Fonseca-Sanchez et al. 2012), sugiriendo un rol de GLO1
en el crecimiento tumoral y progresidon. Apoyando esta idea, se ha observado que la ganancia de
copias multiples del gen GLO1 se asocia con resistencia a multidrogas en quimioterapia
antitumoral (Santarius et al. 2010). Ademas, GLO1 contribuye a la regulacidon de la expresion
inducida por TNF de genes que responden a NFkB (de Hemptinne et al. 2009), que
consecuentemente controlan la proliferacion celular, angiogénesis, tumorogénesis e invasion
tumoral (Jin et al. 2012). Recientemente, la via glioxalasa esta siendo considerada como blanco
terapéutico para reducir la resistencia del cancer a la quimioterapia (Sakamoto et al. 2000;
Thornalley & Rabbani 2011) y de esta manera aumentar la eficiencia de las drogas anti-tumorales

(Taniguchi et al. 2012).

En cuanto a los resultados obtenidos en esta tesis, si bien aun debemos confirmar el nivel de
expresion a nivel de proteina de GLO1 en las sub-poblaciones, el aparente aumento de esta
molécula en la poblacion proliferante de LLC se condice con el hecho de que esta poblacion, que
esta en activa proliferacion segun lo indican numerosos marcadores celulares, tendria una tasa
metabdlica mayor que su contraparte quiescente. Estudios adicionales relacionados a la biologia
de la LLC, su expresion y compartimentalizacion celular asi como funcion, son necesarios para
evaluar la potencialidad de esta molécula como blanco terapéutico en las células proliferantes de

LLC.

109



A modo de resumen, el estudio desde el punto de vista de la metilacién del ADN y de la expresién
proteica de una sub-poblacién leucémica proliferante en comparacién con su contraparte
quiescente del clon tumoral de la LLC, nos permitio identificar una serie de moléculas que
podrian tener relevancia en la proliferacidn y resistencia a la apoptosis de estas células con
caracteristicas proliferantes. Alguna de estas moléculas, podria establecerse como un marcador
de una poblacion proliferante presente en las LLC de mal prondstico y por ende potencialmente

ser usada en el prondstico o terapia de la enfermedad.
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Conclusiones finales:

Los resultados de esta tesis han aportado al conocimiento general de la biologia de la LLC de la

siguiente manera:

1.

Identificando los mecanismos moleculares y las causas por las cuales se encuentra una

expresion andmala del marcador prondstico LPL en la LLC.

Demostrando por primera vez una asociacion directa entre la expresion de LPL y la
proliferacién celular del clon leucémico. Esto sugiere una explicacion sobre la asociacion

de la expresidon andmala de LPL con la mala evolucion clinica de los pacientes.

Identificando y seleccionando 5 genes diferencialmente expresados entre la poblacion
leucémica proliferante y quiescente con una correlacién positiva entre desmetilacion y
transcripcién. Tres de ellos (PRKCH, GIMAP1 y GIMAPS5) fueron seleccionados y estdn
siendo estudiados en profundidad con el objetivo de aumentar los conocimientos

bioldgicos sobre la proliferacion del clon tumoral en la LLC.

Identificando 14 proteinas diferencialmente expresadas entre la poblacidon proliferante y
quiescente. Dos de ellas, GLO1 y VDAC1 fueron seleccionadas como candidatos de estudio
para ser incorporadas como posibles blancos terapéuticos de una poblacién proliferante

en la LLC.

Generando resultados explotables para continuar el estudio sobre la biologia de las sub-

poblaciones proliferantes encontradas en pacientes con mala evolucién clinica.
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5 MATERIALES Y METODOS

Pacientes de LLC

Los pacientes empleados fueron tipicamente diagnosticados como LLC. Todos los pacientes son
tratados en el Hospital Maciel de Montevideo y proporcionaron un consentimiento informado en
conformidad con la regulacion ética de Uruguay y la Declaracién de Helsinki.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron aisladas por centrifugacion en
gradiente con Histopaque -1077 (Sigma) segun indicaciones del proveedor e inmediatamente
criopreservadas.

Tabla 5.1. Caracteristicas clinicas de pacientes de LLC cuyas muestras de sangre fueron
utilizadas en la presente tesis.

. Estadio Rearreglo Recuento
Paciente .. glo  hecuen AID LPL CD38  FISH
Binet VH linfocitario/pl

NM

LLCH#1 C UHL*04 130.000 + + + Del17p
NM

LLCH#2 B VHa.34 120.000 + + + ND
NM

LLCH3 A VHA.34%03 115.000 + + ; ND
NM

LLCHA A VM3 98.000 + + ; SA
NM

LLCH5 A VHL2*00 54.000 + + ; Del 13q

LLCH6 B NM 72.000 + + + Del17

VH3-15%01 : P

NM

LLCH7 A UH2-E410 35.000 + + + SA
Mut

LLCH8 A VH3.93 85.000 + + ; SA
NM

LLCH9 A VH3.48%03 52.700 + + + ND

LLCH#10 B NM 175.700 + ; ND SA

VH3-11*01 '

NM

LLCH#11 A UHL6S 111.000 + ] + SA

SA: sin alteraciones citogenética; ND: no determinado.
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Aislamiento de poblaciones IgG"* e IgM"** por “cell sorter”
Las PBMC provenientes de pacientes de LLC fueron marcadas con anti-human IgM F(ab’),

conjugado con ficoeritrina (PE) (Dako, North America Inc) y anti-human IgG F(ab’), conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Dako, North America Inc), utilizando una dilucién 1/40y
1/100 respectivamente e incubando por 45min. La purificacion de poblaciones IgM"* e
IgGP+1gGI°*’IgMP** del clon tumoral de LLC se realizd utilizando el equipo MoFlo cell sorter
(Beckman Couter). Las células fueron recogidas en tubos de 15 ml conteniendo 2ml de suero fetal
bovino y mantenidas en hielo. Luego de la purificacion las células fueron lavadas 2 veces con

15ml de buffer fosfato salino (PBS) y resuspendidas en 800ul de TRI-Reagent (Sigma-Aldrich).

Extraccion de ARN, ADN genomico y proteinas
A partir de las células resuspendias en TRI-Reagent se extrajo el ARN, ADN gendmico y proteinas

segun indicaciones del proveedor.

Sintesis de ADN copia y amplificacion por RT-PCR y Q-PCR

La sintesis de ADN copia (ADNc) se realizd empleando la enzima M-MLV (Life Technologies) y
oligo-dT como cebador. Para la amplificacion de AID y GAPDH por RT-PCR se utilizaron la enzima
Tag DNA polymerase (Life Technologies) y los primers AIDFw: GAGGCAAGAAGACACTCTGG,
AlIDRev: GCGGTCCTCACAGAAGTAG, GAPDHFw: GGTGCTGAGTATGTCGTGGA y GAPDHRev:
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTT en un ciclado de 4min 95°C, 30x (20°'95°C/30"62°C/307°72°C), 7min
72°C. Para las Q-PCR se utilizé el equipo Eco Real-Time PCR System (llumina) y el kit Kapa SYBR
Fast gPCR Master Mix (Kapa Biosystem) segun indicaciones del proveedor. La secuencia de los
cebadores y las temperaturas de annealing correspondientes se especifican en la tabla 5.2. Tanto
en las RT-PCR como Q-PCR se normalizd la expresién respecto a GAPDH. Los calculos de
FoldChange de expresidn entre las poblaciones proliferante y quiescente se obtuvieron

calculando 2744¢V
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Tabla 5.2. Secuencia de cebadores y temperaturas de annealing

utilizadas en Q-PCR

Simbolo . s Temperatura
Secuencia Cebadores (5°-3°) . . e
Gen annealing (°C)

ATGACCGTGGAGTTCGAGGA

ACAP3 54/56/58/60
GTCTCCTTGAACTTCCGCACA

CDK10 CCGGAGTGTGAAGGAGTTTGAG 58
ACGATGCACTTGACCTGAGC

DNASE2 ATGATCCCGCTGCTGCTGGC 60
GTGCCCACGCATGGAAGAGTC

GIMAP1 ATGGGAGGAAGGAAGATGGC 58
CCTGCTGGTCCTGGGCGGTG

GIMAPS ATGGGAGGATTCCAGAGGGG 58
GGATCACCAGAAGCAGGACGT
CTCTCCGGCTTCTGGCGCTGC

LRP8 54/56/58/60
CACAGGTGAAGTCACTGTCTGCAC

MYO1G ATGGAGGACGAGGAAGGCCC 58
GTGCTTACTGGCTTCTGTCTTC
ATGGCGGAGCAGGAGAGCCT

MYO1D 54/56/58/60
GGTGATGGCCGCAATATACTG

PLCB2 ATGTCTCTGCTCAACCCTGTCC 60
CCGTGAGTGTCTTCAGCAGGA

PRKCH GTGAGCGTGGACCAGGTGCG 60
ATTGATCTGGTGGACTCGCCT
CCTGCGTCCACAGATGACCT

PRRT3 54/56/58/60
CAGGCTCTGGTTCCTCTGCT
TACAGGCGTGCAAAATGGAAGG

SIPA1 54/56/58/60
GGATGGGTACTGGAGGCACATC

SPI1 /PU.1 ATGCTGATGGCGCGGGATGG 60
CTTGAGCTGACTGTTGACAGTGG

SPTBNA ATGGAGAAGCTGGCGGCCTCT 58
TAATAGCCCACGTCAGCGTTG

STARDI10 ATGTCATCTCCATCTTCACCCT 58
TCAACCCCAAGCCTTCCCTC
ATGACCGTGGAGTTCGAGGA

TIAFL GTCTCCTTGAACTTCCGCACA 60

Andlisis de metilacion por secuenciaciéon de ADN tratado con bisulfito de sodio

El tratamiento con bisulfito de sodio de 500ug de ADN gendmico de cada muestra se llevd a cabo

empleando el

kit MethylCode Bisulfite Conversion

(Life Technologies)

siguiendo

las
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especificaciones del proveedor. Este ADN se utiliz6 como molde para la amplificacién por PCR de
las regiones de las islas CpG a analizar junto con cebadores disefiados para hibridar con este ADN
modificado (Tabla 5.3). El ciclado utilizado consisti6 en 15min  95°C, 40x
(307795°C/30”"X°C/1°72°C), 10min 72°C. El Unico parametro que cambid entre las PCR fue la
temperatura de annealing la cual se especifica en la tabla 5.2. La enzima utilizada fue Tag DNA
polymerase (Life Technologies) y se agregd luego de 7 minutos a 95°C.

Los productos de amplificaciéon se analizaron en gel de agarosa 1.5% tefiido con bromuro de
etidio y las bandas de PCR obtenidas se purificaron utilizando el kit Nucleo Spin Extract Il
(Macherey Nagel). Se procedid a ligar 3ul del purificado en pGEM-TEasy (Promega), con el
producto de esta reaccion se transformaron bacterias electrocompetentes XL-1Blue. Se
seleccionaron entre 5 a 10 colonias de las cuales se extrajo el ADN plasmidico empleando el kit
Nucleo Spin Plasmid (Macherey Nagel) que luego fue secuenciado.

El analisis de las secuencias para determinar los sitios metilados y no metilados se realizé con el

programa BiQ-Analyzer (http://big-analyzer.bioinf.mpi-inf.mpg.de/), el cual también permite

obtener una vision grafica de la informacién en un diagrama de “lollipops”.

R:IgTét:no:;aG(e:: G Secuencia Cebadores (5°-3") T:::zearl?r::? :)e
SPI1 GTTGGATATTTTTTTGAGGTTTGG
URE -17Kb TAAAACCTAAAACTACTAAACCCA >
SPI1 GTTGGATATTTTTTTGAGGTTTGG
Promotor TAAAACCTAAAACTACTAAACCCA >
TP73 TTTTGTTGTTGGATTTAGTTAGT
Promotor 2 GGGGTTAGAGGTAGGTTTTAGGT >8
PRKCH GTTTGGAAGGGACGGTCGGGTTTT
Region 1 TTAATCTTCTACTTAATACTAATCTAAC >
PRKCH GTTAGATTAGTATTAAGTAGAAGAT
Regidén 2 ACCCGACTTCCCGTTAAACCAAAC 20755
PRKCH GATTTTTTTTTAGGATAGCGGTTT
Region 3 AACAAAAACCCACACTACAAAACTC >
GIMAP1/5 TTTTAAGGGGAAGTTGGTTAAA
Region 1 ACCAAATCCTCCTTCCTAATAA >
GIMAP1/5 TTATTAGGAAGGAGGATTTGGT
Regicon 2 CCCTTAACCAAATTACCTTCAA >
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Microarreglo de Islas CpG

Como primer paso se realizd un enriquecimiento de secuencias metiladas por
inmunoprecipitacion, siguiendo las especificaciones del protocolo Microarray Analysis of
Methylated DNA  Immunoprecipitation  Agilent  (http://www.chem.agilent.com/library/
usermanuals/Public/G4170-90012_Methylation_Protocol v.2.2.pdf). Brevemente, el ADN
gendmico extraido se sdnica con el objetivo de obtener fragmentos al azar. Los tiempos vy
condiciones de sonicado se optimizaron de manera tal de generar fragmentos de entre 200 a
1000kb. Estos fragmentos se desnaturalizan y son sometidos a una inmunoprecipitacién con un
anticuerpo monoclonar especifico para citosinas metiladas (5mC) (Eurogentec, BI-MECY-1000).
Luego de la incubacién con este anticuerpo se utilizan esferas magnéticas conjugadas con
anticuerpo anti-lgG de raton (Life Technologies, 110-41) para unir el anticuerpo anti-5mC. El ADN
no metilado que no fue reconocido por el anticuerpo anti-5mC es eliminado con el sobrenadante.
Como paso final en la inmunoprecipitacién se purifica el ADN empleando proteinasa K, la cual
digiere los anticuerpos liberando el ADN que luego es purificado con columnas especificas para
fragmentos pequefios de ADN. La eficiencia de la MeDIP se evalia mediante PCR empleando
cebadores especificos para genes que han sido descritos previamente como secuencias metiladas
y no metiladas en humano (Mohn et. al., 2009). En la puesta a punto de la técnica, previo al
procesamiento de las muestras de interés, se empled ADN de pacientes M y NM de LLC y como
controles se amplificé la isla CpG del gen HIST1H3B (“histone cluster 1, H3b”) como control
negativo y la de ZAP-70 como control positivo, evidenciandose una correcto enriquecimiento en
la fraccion inmunporecipitada respecto al ADN de partida.

Posteriormente, el ADN enriquecido y el ADN de partida (ADN input) se marcan con una sonada
fluorescente cianina-5 (Cy5) y una sonada cianina-3 (Cy3) respectivamente. Estas dos muestras de
ADN son utilizadas para hibridar el microarreglo de islas CpG (ver esquema Fig. 1).

La hibridacion del microarreglo, los lavados y escaneo fueron realizados en la Unidad de Biologia

Molecular del Instiut Pasteur de Montevideo segun protocolo Agilent antes mencionado.
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Figura 5.1. Esquema del flujo de trabajo del procedimiento inmunoprecipitaciéon de
ADN metilado seguido de hibridacién de Microarreglo de Islas CpG

Andlisis Bioinformdtico

En analisis bioinformatico de los datos provenientes del microarreglo de islas CpG fue realizado
por la Unidad de Bioinformatica del Insitut Pasteur de Montevideo. Para el analisis de los
microarrelgos se utilizd el entorno R (Core-Team-R 2013). Se realizé un control de calidad
estandar de los microarrelgos utilizando los paquetes marray (Gentleman et al. 2004) y
arrayQuality (Yang n.d.). Se controlé que la distribucién del background y de las dos sefiales no
tuvieran artefactos a lo largo y ancho del array (manchas, aglomeraciones, etc) y que las sefales
entre arrays no fueran exesivamente diferentes. Para el analisis subsecuente se filtraron aquellas
sondas que quedaron por debajo de los niveles de background.

Para la deteccion de las regiones enriquecidas en metilaciéon en cada una de las muestras se
utilizé el paquete Ringo (Paquet & Yang 2010). Ringo fue originalmente disefiado para el analisis
de experimentos ChlIP-chip en microarrays de NimbleGen pero puede ser utilizado para el analisis
de experimentos ChlIP-chip realizados con otras tecnologias. Para el andlisis se siguieron los pasos
especificados en el manual del paquete. El método de normalizacién seleccionado fue nimblgen.

La anotacion de las sondas fue revisada y se reanotaron segun la version de anotacion del
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genoma 2009 GRCh37/hgl19. Luego de detectadas las regiones enriquecidas en metilacion se
seleccionaron aquellos genes que tienen regiones enriquecidos en metilacion en una de las
poblaciones celulares estudiada pero no se encuentra enriquecida en la otra poblacion del

paciente.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en dos dimensiones (2D-PAGE)

Preparacidon de la muestra: Para cada muestra, se tomd el volumen correspondiente a 250 o
400ug de proteinas totales. Se agregd DTT 1M de manera que la concentracién final en cada
muestra sea 25 mM, IPG Buffer 3-11 NL a una concentracién final de 0,5% y se llevd a un volumen
final de 130ul con solucién de rehidratacion (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 2%, azul de
bromofenol 0.002%).

Primera Dimension (IEF): Las muestras se cargaron a tiras IPG Strips 3-11 NL, 7 cm, por
rehidratacion pasiva ON a temperatura ambiente en “reswelling tray”.La primera dimension se
realizé en “manifold”. Programa de IEF:1) 300 V, 30 min, constante; 2) 1000 V, 30 min, en
gradiente; 3) 5000 V, 80 min, en gradiente; 4) 5000 V, hasta 3500 Vh, constante.

Equilibracidn: Las tiras se incubaron 15 min a temperatura ambiente con agitacion en Buffer de
equilibracion 1 (urea 6M, Tris 75 mM pH 8,8, glicerol 29,3 %, SDS 2 %, azul de bromofenol
0,002%) + DTT (10 mg/ml) seguido de 15 min a temperatura ambiente con agitacion en Buffer de
equilibracion 2 (urea 6M, Tris 75 mM pH 8,8, glicerol 29,3 %, SDS 2 %, azul de bromofenol
0,002%) + IAA (25 mg/ml).

Segunda dimension: SDS-PAGE 12,5 %, 10 x 10 x 0,1 cm. El gel se corrié 10 mA/gel, durante 15
min. y 20 mA/gel, hasta que el frente de corrida alcanza el borde del gel. Se empled el marcador
de peso molecular Amersham Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE

Healthcare). Las tincion del gel se realizé con Azul de Coomassie Coloidal

Analisis de GIMAP5 por citometria de flujo
Las PBMC fueron fijadas con 2.5% de paraformaldehido por 15min en hielo, lavadas dos veces
con PBS e incubadas 10min con solucion de permeabilizacion (PBS-P: PBS con 0.5% saponina, 4%

suero fetal bovino, 1ImM EDTA). Las células se incubaron por 30 min a 4°C segun correspondiera
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con 1/40 anti-human IgM F(ab’),-PE (Dako, North America Inc) o 1/50 anti-human 1gG F(ab’),-
FITC (Dako, North America Inc). Luego de dos lavados con PBS-P se incubd por 30min a TA
con 1/500 anti-GIMAPS5 (Abcam, ab74575), lavé con PBS-P e incubd por 30min 4°C con
1/1000 anti-conejo Cy5 (Invitrogen).
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LISTA DE ABREVIATURAS

Ags antigenos

AKT serin-treonin quinasa AKT

ATM ataxia telangiectasia

Bcl2 B-cell lymphoma 2

BCR recptor de célula B

BIRC3 baculovirus IAP conteniendo el repetido3

Btk Bruton tirosin-quinasa

CD19 Cluster of Differentiation 19

CD20 Cluster of Differentiation 20

CD22 Cluster of Differentiation 22

CD23 Cluster of Differentiation 23

CD5 Cluster of Differentiation 5

CGs centros germinales

CLL Chronic Lymphocytic Leukaemia

CUL5 cullina 5

FOXO01 Forkhead box protein O1

Hb Hemoglobina

IAP inhibitor of apoptosis

Igs Inmunogldbulinas

IL2 interleuquina 2

IL4 interleuquina 4

INFy interferon y

KLH6 Kelch-like 6

LDH lactato deshidrogenasa

LLC Leucemis Linfoide Crénica

MeDIP Methylated DNA Immunoprecipitation
miRNAs microRNAs

MYD88 diferenciacion mieloide gen 88 de respuesta primaria,
NFkB factor nuclear kappa B

NLC nurse like cells

NPAT proteina nuclear ataxia telangeiectasia

p27 cyclin-dependent kinase inhibitor 1B p27, Kipl
PI3K Phosphatidylinositide 3-kinases

PIP, fosfatidil-insitol (4, 5) bifosfato

PIP; fosfatidil-inositol (3, 4, 5) trifosfato

PLEKHG5 pleckstrin homology domain containing, family G
PPP2R1B fosfatasa 2, subunidad regulatoria A beta,
PTEN fosfatasa y tensin homdloga deletado en el cromosoma 10
SF3B1 factor 3 de splicing, unidad B1, SF3B1

SP sangre periférica

Survivina baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5
TGM transglutaminasa?7

TLRs Toll like receptors

TRAF2 TNF asociado al factor 2

TRAF3 TNF asociado al factor 3
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ANEXO |

Andlisis bioinformatico del microarreglo de islas CpG.

Imagenes correspondietnes a algunos de los controles de calidad y evaluacién de la distribucidn de las
sefiales obtenidas. PP: poblacion proliferante, PQ: poblacion quiescente
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ANEXO Il

Posibles sitios de unidn de factores de transcripcion a region de 3 de isla CpG de gen PRKCH

Analisis de secuencias de los primeros 200pb de la regién 3 de la isla CpG del gen PRKCH en busca
de posibles sitios de union de factores de transcripcion Programa PROMO
(http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3)

Factors predicted within a dissimilarity margin less or equal than 15 % :

[ GR-aipha 1003371 [ CEBPbeta [T00581] [Bj NF-1 [T005301 [} ENKTF-1[T00255] Hjj EBF [T05427]
B NE-AT2[T01045] @ TFIL1T00824] [ STAT4 [T01577] [ E2F-1[T01542] [ c-Ets-1 [T00112]
16 Sp1 [T00759] B LEE-1[T02005] Bl FOXP3 [T04280] [ NFUCTF [T00094] [ el [T00137]
B AP-2alphat [T00035] ] NE-AT1 [T00550] 36 GR[T05076]  [B STATSA [T04683] [ GR-beta [T01020
33 TCF4E[T02878] [ ER-alpha[T00261] [ ETF 1002701 [ ARIT00040]

Zoom

B cim[T00133] 6 RXR-alpha [T01345] f] T3R-betal [T00851]
8 STATibeta [T01573] 8 Pax-5 [T00070] [ p33 [T00671]
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ANEXO IlI

Articulos cientificos publicados en el periodo en que se desarrolld la tesis de Doctorado

1- HIGH EXPRESSION OF AID AND ACTIVE CLASS SWITCH RECOMBINATION MIGHT ACCOUNTS FOR A MORE
AGGRESSIVE DISEASE IN UNMUTATED CLL PATIENTS: LINK WITH AN ACTIVATED MICROENVIRONMENT IN
CLL DISEASE (2010)

Florencia Palacios™*, Pilar Moreno*, Pablo Morande?, Cecilia Abreu?, Agustin Correa’, Valentina Porro®, Ana
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(2014)
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Interaction of chronic lymphocytic leuke-
mia (CLL) B cells with tissue microenvi-
ronment has been suggested to favor
disease progression by promoting malig-
nant B-cell growth. Previous work has
shown expression in peripheral blood
(PB) of CLL B cells of activation-induced
cytidine deaminase (AID) among CLL pa-
tients with an unmutated (UM) profile of
immunoglobulin genes and with ongoing
class switch recombination (CSR) pro-
cess. Because AID expression results
from interaction with activated tissue mi-

croenvironment, we speculated whether
the small subset with ongoing CSR is
responsible for high levels of AID expres-
sion and could be derived from this par-
ticular microenvironment. In this work,
we quantified AID expression and ongo-
ing CSR in PB of 50 CLL patients and
characterized the expression of different
molecules related to microenvironment
interaction. Our results show that among
UM patients (1) high AID expression is
restricted to the subpopulation of tumoral
cells ongoing CSR; (2) this small subset

expresses high levels of proliferation, an-
tiapoptotic and progression markers
(Ki-67, c-myc, Bcl-2, CD49d, and CCL3/4
chemokines). Overall, this work outlines
the importance of a cellular subset in PB
of UM CLL patients with a poor clinical
outcome, high AID levels, and ongoing
CSR, whose presence might be a hall-
mark of a recent contact with the micro-
environment. (Blood. 2010;115(22):
4488-4496)

Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a heterogeneous disease
following a variable course with survival ranging from months to
decades. One-third of patients never require treatment and have a
long survival; in another third, an initial indolent phase is followed
by disease progression and treatment requirement; the remaining
third exhibits an aggressive disease at the onset and needs
immediate treatment.! The Rai> and Binet® staging systems pro-
vided a foundation for the prognosis and design of therapeutic
strategies. An unmutated (UM) profile of immunoglobulin (Ig) VH
genes,*’ as well as the presence of genetic lesions at chromosome
17p13, or at 11923.° constitute, to date, the poor prognosis
indicators.” In addition, in the last years, CD38 and {-associated
protein 70 (ZAP-70) expressions have shown important prognostic
information.® However, neither Rai/Binet staging systems nor the
molecular markers described to date are able to completely predict
the progression of disease and/or explain the heterogeneous
progression profile in the clinical course of CLL. One of the
long-term goals of the hematologic community is to provide a
molecular explanation for this marked clinical heterogeneity of
CLL highlighted by the differential mutational profile.’

The traditional view has been that CLL is a disease deriving
from an inherent defect in apoptosis, or programmed cell death in
which, slowly proliferating B lymphocytes accumulate because of
this diminished cell death. Increased expression of antiapoptotic
Bcl-2 protein and blockade of tumoral CLL B cells in a Gy-G,

phase support this observation. However, recent studies showed
that CLL is a dynamic process which results from cells that
proliferate and die, often at appreciable levels.! These observa-
tions have turned the attention toward the occurrence of different
subpopulations inside the tumoral clone in which a homeostatic
balance exists in patients with stable lymphocyte counts and good
clinical course or an imbalance in patients with rising lymphocyte
counts and poor outcome. It is clear that most, if not all,
proliferative events occur in the tissues where leukemic cells are
able to exploit microenvironment interactions to avoid apoptosis
and to acquire tumoral growing conditions.!®

Activation-induced cytidine deaminase (AID), a B cell-
restricted enzyme, is principally induced through the contact of
T and B cells via CD40-CD40 ligand (CD40L) interactions and is
required for somatic hypermutation (HMS) and class switch
recombination (CSR) process.!! The mutational activity of AID
identifies this enzyme as the first genome mutator in humans with
oncogenic potential.'> Supporting this view, different works report
that constitutive AID expression is associated with a loss in the
target specificity and with lymphoproliferative disorders.!>!3 Inter-
estingly, in CLL disease we have described that AID is expressed in
a percentage of patients with CLL with UM VH genes and with
active CSR.'* Despite expression of a functional AID as assessed
by an active CSR and mutations induced in the preswitch . region,
CLL B cells in these patients did not succeed to achieve the process
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of somatic hypermutation.!* Although clonal CSR has been de-
scribed in CLL B cells long ago!>!'¢ and different works have
shown that this process occurs principally in patients with UM
disease,'*!7 the origin and the biologic implications of this
subpopulation in the physiopathology of CLL remains elusive.

Inhibition of apoptosis may occur in vivo in pseudofollicles
observed in the lymph nodes, and in the cell clusters described in
the bone marrow. These pseudofollicles include in close contact
with proliferating B cells increased numbers of CD4 T cells
expressing CD40L, which is necessary for AID expression. These
activated CD4 T cells could be recruited by tumor B cells through
the expression of T cell-attracting chemokines such as CCL17 and
CCL22!8 and/or CCL3 and CCLA4.!° Besides this, the CD38 and
CD49d proteins appear to be important additional players interact-
ing with nurselike, stromal, and endothelial cells to complete the
activation pathway within the proliferative centers.?’ Overall, these
observations favor the view that certain cellular subsets in CLL
could receive survival signals in the specific microenvironments,
increasing their proliferative potential and consequently associated
with a more aggressive disease.

Because AID expression in CLL is associated with ongoing
CSR in patients with UM disease, we investigated the relation of
AID expression, CSR process, and microenvironment activation in
peripheral blood (PB) of patients with CLL with different clinical
profiles. In this work we examined whether the small subset of
tumoral cells with ongoing CSR is responsible for AID expression
and whether this subpopulation could have an increased activated
and proliferative potential related to the progression of the disease.
Our results show that high expression of AID is almost
exclusively restricted to the subpopulation of tumoral B cells
having an active CSR process. This subset expresses higher
levels of proliferation and antiapoptotic molecules such as
Ki-67, c-myc, and Bcl-2. In addition, present are high levels of
CD49d and CCL3/CCL4 chemokines, as well as a decreased
expression of cell cycle inhibitor p27 P! compared with their
quiescent counterpart IgM B cells. Finally, the presence of this
subpopulation in patients with UM CLL is closely related to an
aggressive course of the disease.

Methods

Patient samples

PB was obtained from 50 patients with a typical diagnosis of B-cell CLL
(B-CLL), displaying, respectively an UM profile in 25 and a mutated
(MUT) profile in 25 (Table 1). Among the patients with MUT disease with a
median follow-up of 36 months (range, 6-240 months), 21 corresponded to
stage A and 3 to stage C; 3 required treatment, and 2 among them died. With
a median follow-up of 48 months (range, 3-108 months) there were
13 patients in stage A, 8 in stage B, and 4 in stage C in the UM group;
16 required treatment and 5 died. All patients were followed at the Hospital
Maciel from Montevideo and provided an informed consent in accordance
with the ethical regulations from Uruguay and the Declaration of Helsinki.
The study was approved by the Institutional Review Board of Institut
Pasteur Montivideo. The diagnosis of B-CLL relied on cytologic features of
mature lymphocytes and a characteristic phenotype (CD5*, CD23*, low
expression of CD79b, and of surface immunoglobulin).

Phenotypic and functional studies of B cells

Blood collection was carried out in a period close to the diagnostic time for
each patient as indicated in Table 1. The peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were isolated by centrifugation on Ficoll-Hypaque (Pharmacia
Fine Chemicals) and immediately cryopreserved in liquid nitrogen. Pheno-
typic analysis of leukemic cells was performed with anti-CD19 phyco-
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erythrin (PE), anti-CDS5 fluorescein-isothiocyanate (FITC), anti-human
W chains F(ab’), conjugated with PE, and anti-human -y chains F(ab’),
conjugated with FITC. Negative controls were performed by incubating the
cells with irrelevant F-(ab’), antibodies conjugated to PE or FITC. Forward
and side scatters were used to gate out contaminating debris and the cells
killed during the staining procedure. All antibodies were from Dako SA.
Data were acquired, and analysis was performed with the use of a CyAn
Flow Cytometer (Beckman Coulter).

Analysis of progression and proliferation markers by flow
cytometry

PBMCs (1 X 10° obtained from patients with CLL were incubated for
30 minutes at 4°C with the antibody in phosphate-buffered saline buffer
supplemented with 0.5% bovine serum albumin, washed twice, and analyzed by
flow cytometry. Anti-CD49d conjugated with allophycocyanin antibody was
obtained from BioLegend, and anti-CD38 conjugated with PE-Texas Red was
obtained from Invitrogen. For intracellular detection of Bcl-2 and Ki-67 proteins,
1 X 10° PBMCs were fixed in phosphate-buffered saline 4% paraformaldehyde
and permeabilized in the same buffer containing 0.5% saponin and 5% fetal
bovine serum before the addition of the specific antibody (10 pwg/mL). After
45 minutes of incubation at 4°C, with anti-human Ki-67 Alexa Fluor 647 or
anti-human Bcl-2 Alexa Fluor 647 the cells were washed twice and analyzed by
flow cytometry. Negative isotype controls were performed by incubating
the cells with irrelevant antibody in the same experimental conditions.
Anti-Ki-67, anti-Bcl-2, and negative isotype control conjugated to
Alexa Fluor 647 were obtained from Santa Cruz Biotechnology Inc. In
all cases, expression of these CLL progression markers (CD49d and
CD38) as well the proliferation and antiapoptotic markers (Ki-67 and
Bcl-2) were analyzed in the different CLL B subsets (IgM™, IgG™, and
IgM*/IgG™) with the use of Summit v4.3 from Dako.

Cell-sorting studies

Sorting experiments of B-CLL cells were performed with the use of the
MoFlo cell sorter (Beckman Coulter) with the same antibodies described
earlier to isolate the following 3 different populations of CLL B cells:
(1) IgM* subset expressing CD19*, CD5*, and IgM surface markers;
(2) IgG™ subset expressing CD19*, CD5", and IgG membrane proteins;
and (3) [gM*/IgG™ subset corresponding to cells CD19%, CD5" markers
and expressing simultaneously IgM and IgG. In all cases, purity of isolated
subpopulations was shown to be greater than 98% before flow cytometric
evaluation.

Extraction and analysis of RNA transcripts by reverse
transcription—-PCR

RNA from total CLL B cells was isolated from 1 to 5 X 10°¢ cells, and
cDNA synthesis was performed as described.?! When RNA extraction was
performed from isolated IgM™, IgG*, and IgM*/IgG* subpopulations
before cell sorter assays, the mirVana isolation kit (Applied Biosystems),
rRNAsin, RNase inhibitor (Promega), and Superscript II reverse transcrip-
tase (Invitrogen) were used to achieve a maximal performance in the
mRNA extraction. Despite this care, the mRNA from the IgM */IgG™" subset
was only successful performed in CLL 01, whereas this could not be
successfully achieved in the other CLL cases, given the low amounts of
cells showing the double marking. Amplifications of circular transcripts
(CTs), AID, c-myc, p27 Kl and CCL3 and CCL4 chemokines were
performed with an initial denaturation step at 95°C for 4 minutes, followed
by 30 cycles of 1 minute at 95°C, 1 minute at 62°C, and 1 minute at 72°C
and final elongation step at 72°C for 5 minutes. For gene expression
analyses the used primers were as follows: for CTs (forward, 5'-GGC CCT
TCC AGA TCT TTG AG-3’, and reverse, 5'-CTC TCA GGA CTG ATG
GGA AGC CCC G-3'), for AID (forward, 5'-GAG GCA AGA AGA CAC
TCT GG-3', and reverse, 5'-CTA CTT CTG TGA GGA CCG C-3'), for
c-myc (forward, 5'-CTT TGT GTG CCC CGC TCC AG-3’, and reverse,
5’-GCG CTC AGATCC TGC AGG TA-3"), for p27Kie! (forward, 5'-AGG
TGC GAG TGT CTA ACG GG-3', and reverse, 5'-GCG CAT TGC TCC
GCT AAC CC-3"), for CCL3 (forward, 5'-GAC ACT CGA GCC CAC ATT
CCG-3’, and reverse, 5'-CCCCTCAGGCACTCAGCTCC-3"), and for
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CCLA4 (forward, 5'-CCA CCA ATA CCATGA AGC TCT G-3', and reverse,
5'-CCT AAT ACA ATA ACA CGG CAC ATA A-3"). In the case of CTs the
fragments obtained in polymerase chain reaction (PCR) amplification were
transferred and hybridized with specific probes labeled for Cp and
glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) a-[32P] deoxycytidine-
5'-triphosphate to increase the signal response.

Quantitative real-time PCR

For gene expression analyses of AID, we used Corbette Rotor Gene 6000
Real-Time PCR and the SYBR Green I dye. Primers used in this study were
the same that for the reverse transcription (RT)—-PCR analysis. Total RNA
(1 pg) was isolated from 5 X 10° B cells and retro-transcribed as de-
scribed.?! One microliter from a 20-pL cDNA reaction was used for AID
and GAPDH amplification in a PCR reaction including 40 cycles of
amplification (95°C for 20 seconds, 60°C for 30 seconds, 72°C for
30 seconds). Positive calibrator values were obtained from tonsil samples
and from CD40L and interleukin-4 (IL-4)-activated CLL B cells. For this,
kinetic studies of AID expression were made to evaluate the higher
expression of mRNA before activation. Stimulation of CLL B cells was
carried out in vitro by monolayer culturing of 1 X 10%mL fibroblast
expressing recombinant soluble CD40L and IL-4 (1000 U/mL; PharMingen).

Statistical analyses

Expression of AID mRNA and Ki-67, Bcl-2, and CD49d proteins were
compared between [gM™, [gM*/IgG™, and IgG™ subsets with the Mann-
Whitney test. On finding significant differences across groups, a Bonferroni-
like adjusted pairwise comparison was made to determine which groups
differed from each another. The Spearman rank correlation coefficient was
calculated to determine the strength of association between AID expression,
percentage of clonal-related CSR, and progression-free survival (PFS).
Variables with P values less than .05 were considered to be significant.
Overall survival (OS) and PFS were calculated from Table 1 and used to
perform the Kaplan-Meier method. All analyses were done with GraphPad
Prism, Version 4.0 (GraphPad Software Inc).

Results
Analysis of AID expression in CLL B cells

To obtain a positive calibrator for the quantitative PCR we compared
levels of AID expression between tonsil samples, Daudi cell line, and
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B-CLL stimulated through CD40L and IL-4. Taking into account results
from Guikema et al*2 and our observations, we assumed that mRNA
AID expression levels after CD40L/IL-4 activation are comparable to
those of B cells in an activated microenvironment. In addition, values
from PBMCs from 8 healthy donors were used as negative controls. In
this context, we considered as having high AID expression (AID*/*)
those patients with CLL whose levels ranged between 80% and
100% of relative units of AID/GAPDH mRNA transcripts
(Figure 1). Patients with an AID expression ranging between
40% and 80% and less than 40% of the positive control were
considered as having low AID expression (AID™) or negative
(AIDree), respectively (Figure 1). According to these criteria, we
analyzed the mRNA AID expression in 50 patients with CLL
(UM = 25; MUT = 25). Results show that 6 of the 25 patients
with UM CLL corresponded to group AID*™/*, 14 to AID*, and
5 to AID"e, Interestingly, no AID™/* expression could be
detected among patients with a MUT profile, 7 patients dis-
played lower expression of AID (AID"), whereas no AID
transcripts were found in the remaining 18 MUT CLLs. In
summary, in our series, 80% of patients with UM disease
express AID transcripts, whereas in MUT CLLs this only occurs
in 28%. These results are close to those previously reported by
Heintel et al.??

Analysis of CSR fraction cells in CLL

The in vivo plasticity of CLL is further underscored by reports
showing that IgM™ leukemic cells can give rise to clonally related
IgG* or IgA™" elements, possibly by ongoing in vivo CSR process
in the proliferating centers.?!>* However, the implication of this
activation and of this tumoral subpopulation in the physiopathol-
ogy of CLL remains elusive as yet.

To better characterize the tumoral subset with ongoing CSR
we studied CLL B cells with specific human antibodies (anti-,
anti-v, anti-CDS5, and anti-CD19) from 50 patients and analyzed
the clonal identity for cells with ongoing CSR. Results show the
presence of IgG™ and IgG*/IgM* subpopulations ranged from
0.5% to 8% in 44 of the 50 patents with CLL by cytometric
assays (Table 1). In addition, we performed RT-PCR assays with
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Figure 1. AID mRNA expression levels in patients with mutated and unmutated CLL. Quantitative PCR for AID and GAPDH as the endogenous control was performed on
PBMCs from patients with MUT and UM CLL. CLL B cells stimulated with CD40L/IL-4, tonsil samples, and PBMCs from 8 healthy donors were used as positive and negative
calibrators, respectively. By subtraction of the mean threshold cycle (Ct) triplicate AID measurements with the mean Ct from triplicate GAPDH measurements, the mean ACt
was calculated. The AACt values were calculated with the mean ACt of the 8 healthy donors and the 3 independently experiments of CLL B cells activated with CD40L/IL-4 as
calibrators. AID negativity was defined by the absence of AID expression in duplicate analysis. The expression factor difference and range were calculated by the following
formulas: 2-2ACt (mean factor difference); 2~ (A4Ct — ACt SD) gng 2-(AACt + ACt SD) (grror bars indicate range factor difference). The factor difference conversion of the AACt is

depicted in the graph in relative percentages of AID expression.
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Table 1. Clinical and molecular characterization of patients with CLL
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CLL Progression Binet Lymphocyte Diagnostic and TFT, AID Percentage VDJ clonal Mutational
no. status stage count, x103%uL  CD38* LPL blood collection mo A/Dt (Q-PCR) of CSRi identity status§
11 Progressor C 128.0 e 4 2000 9 D +/+ 8.2 Yes UM
2| Progressor B 80.0 + + 1999 18 D + 4.1 Yes um
31 Progressor C 31.00 A A 1998 6 D AHAF 5.4 Yes UM
49 Progressor B 105.00 + + 2000 8 D +/+ 6.4 Yes UM
5** Indolent A 20.00 + + 1999 N/T A - 1.3 N/A UM
6" Progressor B 32.50 - + 2001 N/T A - 0.3 N/A UM
7|l Indolent B 17.00 + - 2000 N/T A + 2.7 Yes UM
8| Progressor A 70.00 - - 2002 42 A + 1.6 N/A um
9| Progressor B 60.00 3 3 2005 12 A + 4 Yes um
10|| Indolent A 10.00 + + 1999 N/T A + 0.7 N/A UM
11| Progressor (¢} 88.00 + + 2001 15 A + 3.8 Yes um
12| Progressor B 54.00 + + 2001 6 A + 4.5 Yes um
13| Indolent A 20.00 = aF 2005 54 A aF 1.3 No UM
14| Indolent A 7.00 + + 2006 36 A + 3.3 Yes um
15* Indolent A 20.40 4F 4F 2004 N/T A = 0.3 No UM
16| Progressor B 148.00 + + 2005 3 A + 1.4 No UM
17| Progressor A 54.50 - + 2007 17 A + 25 No um
181t Indolent A 15.00 + + 2006 12 A +/+ 5.9 Yes UM
19** Indolent A 11.00 s 4 2005 N/T A = 0.6 No UM
201t Progressor C 220.00 + + 2007 3 D +/+ 7.4 Yes Uum
21* Indolent A 8.90 4F = 2008 N/T A = 1.1 No UM
22|| Progressor B 17.80 + + 2008 11 A + 3.5 Yes UM
23| Indolent A 28.00 - + 2008 N/T A + 41 No UM
241t Progressor A 80.00 + + 2009 10 A +/+ 5.5 Yes UM
25| Progressor A 10.50 + + 2005 N/T A + 1 N/A UM
26* Progressor A 17.20 - - 1999 N/T A - 0.9 N/A Mut
27 Progressor A 14.00 = = 2000 N/T A = 0.4 N/A Mut
28** Progressor A 5.00 + - 1989 N/T A - 0.6 No Mut
29* Progressor A 11.60 4 = 2001 N/T A = 0.1 N/A Mut
30| Progressor A 18.00 - - 1999 N/T A + 1.8 Yes Mut
31* Progressor B 38.00 4+ = 2000 N/T D = 0.5 N/A Mut
32** Indolent A 47.60 - - 2002 N/T A - 25 No Mut
33* Indolent A 15.40 - - 2006 N/T A = 0.8 No Mut
34| Indolent A 15.00 - + 2007 N/T A + 0.5 N/A Mut
35* Indolent A 10.20 = aF 2006 25 A = 1.2 No Mut
36™ Indolent A 27.60 = + 2007 N/T A = 0.4 N/A Mut
37 Indolent A 15.00 - - 2006 N/T A - 0.3 No Mut
38| Indolent A 12.80 - + 2004 N/T A + 2.1 No Mut
39** Indolent A 15.60 - + 2006 N/T A = 0.5 No Mut
40" Indolent A 12.00 = + 1997 N/T A - 0.1 N/A Mut
41* Progressor C 18.00 = a4 2007 6 D = 1.0 N/A Mut
42| Indolent A 3.40 - - 2008 N/T A + 1.7 Yes Mut
43 Indolent A 28.40 - + 2007 N/T A - 2.0 No Mut
44 Indolent A 8.00 - - 2006 N/T A + 2.2 No Mut
45* Progressor B 105.00 = a4 2007 12 A = 2.0 No Mut
46** Indolent A 2.47 - - 2008 N/T A - 0.1 N/A Mut
47 Indolent (6] 5.00 - - 2009 N/T A + 1.8 No Mut
48** Indolent A 12.60 = - 2008 N/T A - 2.1 No Mut
49** Indolent A 5.80 - - 2008 N/T A - 11 N/A Mut
50] Indolent A 11.50 - - 2008 N/T A + 2.1 Yes Mut

LPL indicates lipoprotein lipase; TFT, time from initial diagnosis to first treatment for clinical progression; A/D, alive/dead; CSR, class switch recombination; UM, unmutated;

Mut, mutated; N/T, no treatment; and N/A, no amplification.
*Obtained results in cytometric assays, using a CD38 cutoff of 30%.
tRelated to decease.
tPercentage of IgG* and IgM*/IgG* CLL B cells by cytometric studies.

§Less than or equal to 2% difference from germline gene defined patients with UM disease, = 2% difference defines patients with MUT.

fiHigh AID expression and CSR = 5%.
|Low AID expression and CSR = 5%.
**No AID expression and CSR = 2.5%.

specific familial VH genes and Cvy primers and sequenced the
obtained products to evaluate the correspondence with the
tumoral clone. Amplifications were obtained for 36 of the
44 patients with CLL (72% of the 50 patients with CLL). However, an
identical tumoral VH gene sequence was found in only 16 of these
36 CLLs, representing 32% of the total population (6 from the UM

AID*/* CLL B cells, 7 from UM AID* CLL B cells, and 3 from
MUT AID* CLL B cells; Table 1). Thus, CSR related to the
tumoral clone ranged between 2.5% and 8.5% of the tumoral
population among patients with UM disease. In contrast, unrelated
tumoral CSR never exceeded 2% and is associated with low or no
expression of AID mRNA (Table 1).
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AID expression is mainly restricted to the subset of tumoral
cells displaying an ongoing CSR

As reported by Cerutti et al** B cells with ongoing CSR are absent
in normal PB and segregates within founder germinal center (GC)
and GC B cells. By contrast, ongoing CSR has been described in
the PB of patients with UM disease expressing AID constitu-
tively.!* Because AID expression in CLL B cells is confined to a
small subset? and results from signals received through interaction
with microenvironment and CD4 T cells, we examined whether its
expression is restricted to tumoral cells with ongoing CSR. To substanti-
ate this possibility, we isolated by cell sorting cytometry the subsets
expressing the different immunoglobulin isotypes within the tumoral
clone in the 3 AID™* UM CLLs. Tumoral B cells expressing clonal
membrane IgG (IgG™) or intracellular [gM and IgG (B cells in transition
state, [gM*/IgG™") and the typical surface IgM (IgM*) were isolated
with a greater than 98% purity as assessed by cytometric assays. A
representative patient with CLL is shown in Figure 2A. Afterward, the
mRNA was extracted, and RT-PCR was performed to determine CSR
transcripts (Figure 2E), CTs, and AID expression in these different
subsets. Because CTs are rapidly degraded by nucleases, it
constitutes the specific molecular markers of ongoing CSR in
B cells. Results from semiquantitative RT-PCR indicate that
both subpopulations IgG* and IgG*/IgM " express CTs, confirm-
ing that ongoing CSR occurs in both subpopulations (Figure
2F). Finally, we found that AID expression is mainly restricted
to the subpopulations IgG* and IgG*/IgM* (Figure 2G).

The subpopulation with high levels of AID and ongoing CSR
displays an increased proliferative potential

Because AID is up-regulated after antigen activation and is the
principal enzyme implicated in CSR, which occurs in GCs, we
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determined the relationship between AID expression with different
proliferation, antiapoptotic, and activation markers such as Ki-67,
Bcl-2, and c-myc, respectively, in the 3 tumoral subpopulations
(IgM*, 1gG*, and IgM */IgG™).

The cytometric assays from one representative patient for Ki-67
expression are depicted in Figure 3A. In addition, in the 6 patients
studied, results show significantly increased expression of Ki-67 in
the IgG"™ and IgM*/IgG* subsets compared with the IgM*
subpopulation (comparing IgM™* [mean = 92.25] with IgM*/IgG*
[mean = 150.8]; P < .01, Mann-Whitney test, and comparing
IgM™* [mean = 92.25] with IgG™ [mean = 145.25]; P = .01, Mann-
Whitney test; Figure 3A).

Expression of Bcl-2 protein is shown in Figure 3B in the same
representative patient among the 6 studied. Significantly higher
expressions were found comparing IgM* (mean = 31.3) with
IgM*/IgG" (mean = 47.62) (P = .01, Mann-Whitney test). A
more significant difference was found in the case of IgM™* with
IgG™ subpopulations (IgM*: mean = 31.3; IgG": mean = 49.75;
P < .01, Mann-Whitney test), suggesting a more increased antiapop-
totic profile for both IgG™ and IgM*/IgG* than in the typically
CLL IgM B cell (Figure 3B).

Because c-myc protein was observed in the highest amount at
the proliferative B-lymphoblast stage and undetectable in plasma
cells,”® we evaluated at the RNA level c-myc expression in the
3 subpopulations. Results show higher expression of c-myc RNA in
the IgG™ and IgM*/IgG™ subsets compared with the [gM™ tumoral
counterpart (Figure 3C).

The cyclin-dependent kinase inhibitor p27 P! promotes exit to
cell cycle and is overexpressed in CLL B cells.”” Therefore, we
examined its expression at the mRNA level in the 3 isolated
subpopulations. Semiquantitative RT-PCR results show a high
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Figure 2. Characterization of CLL B cells with ongoing IgG CSR. (A-D) Representative flow cytometric profile from a patient with UM AID*+ CLL. The 3 CLL B-cell subsets
as well as the surface expression of CD5 and CD19 markers are depicted (IgM*, IgM*/IgG*, and 1gG*). (E-G) Semiquantitative RT-PCR from the 3 cell sorter—isolated
subpopulations. (E) Clonal isotype switch transcripts with tumor-related VH and Cp. or Cy primers. (F) Amplification of CTs and subsequently hybridization with Cp. probe
encompassing 1-180 nt of the first C exon. (D) AID amplification from isolated CLL subsets. For all PCR analysis putative B-cell contamination between isolated subsets,
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Figure 3. Differential expression of Ki-67, Bcl-2, c-myc, and p27-%P! in CLL B cells
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representative patient with UM CLL, showing the Ki-67 and Bcl-2 protein expressions,
respectively. Values are mean * SE of mean fluorescence intensity (MFI) of, respectively,
Ki-67 and Bcl-2 expression from 6 patients with UM CLL with high AID expression levels.
(C-D) Semiquantitative RT-PCR from the cell sorter—isolated subpopulations with c-myc—
specific primers (C) and with p27-kP'-specific primers (D) are depicted. GAPDH was
amplified in all cases as internal semiquantitative control.

expression of p277KiPl in the [gM ™ isolated subset; whereas no, or
very weak, expression was found in both IgG* and IgM*/IgG™*
isolated subpopulations (Figure 3D). Taken together, these results
outline the idea that IgG* and IgM*/IgG™ subsets exhibit an
activated phenotypic profile containing CLL B cells with increased
proliferative and antiapoptotic potential.

AID*/* subpopulation with ongoing CSR cells displays expression
molecules resulting from proliferation center contact

Expression of CD49d/a4-integrin has been associated with high
levels of CD38 glycoprotein and expression of CCL3/CCL4

CLLO1

0 .
oM /|
|

Figure 4. Differential expression of CD49d, CCL3, s
and CCL4 chemokines in CLL B cells with ongoing
IgG CSR and in their IgM counterpart. (A) Flow
cytometric analysis from CD49d protein expression in
3 representative patients. Although increased levels of
CD49d are found in the UM CLLs, expression values for
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chemokines in progressive disease.?’ Because all these molecules
appear to be important players in the survival of CLL B cells, we
compared in the IgM* and the IgG™ subpopulations the levels of
protein expression for CD49d and CD38 markers. Results show
that CLL B-cell IgG" express increased membrane CD49d levels
compared with its IgM™ counterpart IgM*: mean = 115.8; IgG™*:
mean = 239.2; P < .01, Mann-Whitney test; Figure 4A). Interest-
ingly, when the IgG™ subset was studied for CD38 expression in
the 3 representative patients, only a fraction (< 50%) of this
subpopulation was competent to express CD38 (Figure 4C).
Finally, we evaluated CCL3 and CCL4 chemokine mRNA expres-
sion profiles in both subpopulations in the same 3 patients. Results
show that transcripts for CCL3 are exclusively observed within the
IgG™* subset, whereas higher levels of CCL4 transcripts were
observed in this same subpopulation compared with its IgM*
counterpart. Overall, these results favor the view that the tumoral
subset with ongoing CSR and high AID expression constitutes an
activated subset expressing molecules associated with the progres-
sive disease and that may result from a recent contact with
proliferative centers.

High expression of AID and high percentage of clonal CSR in
PBMCs delineate a subgroup with poor prognosis among
patients with UM CLL

Significant differences concerning AID expression in the 3 sub-
groups (AID*/*: mean = 1.58; AID': mean = 1.40; AIDnes:
mean = 1.22) were observed in patients with UM CLL after
quantitative PCR analysis (P < .001, Mann-Whitney test; Figure
5A). As for the clonally related CSR process, the same 3 subgroups
were also identified displaying significant differences between high
clonally related CSR (mean = 6.36), low clonally related CSR
(mean = 3.75), and not clonally related CSR (mean 0.72,) pro-
cesses (P <.001, Mann-Whitney test; Figure 5B). Because our
results suggest that CLL B cells with high expression of AID and
high percentage of ongoing CSR correspond to an activated and
proliferative subpopulation (see Figures 3-4), we speculated whether
this subset could be associated with the disease progression. Thus,
we segregated patients with UM CLL into 3 subgroups: subgroup I,
AID™* with higher percentage of clonally related CSR (= 5%);
subgroup II, AID* and lower percentage of clonally related CSR;
and subgroup III, AID"e¢ without clonally related CSR. Results
show that among the 6 patients from subgroup I, all required
treatment at 3, 6, 8, 9, 10, and 12 months. Four of these
6 patients died of causes related to disease at 6, 24, 72, and
84 months after diagnosis. Interestingly, all these patients displayed
high values of AID expression and tumoral-related CSR with
values higher than 5% (Table 1; Figure 5A-B). Subgroup II
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Figure 5. AID expression levels and high CSR segre-
gate patients with UM CLL into 3 subgroups with
different clinical progression. (A-B) Significant differ-
ences in P values in mRNA AID expression (A) and
percentage of CLL B cells with clonally related CSR
(B) allow us to segregate patients with UM disease into
3 different groups: subgroup | (6 patients) identified as
AID*/* and high clonal CSR (= 5%), subgroup I
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(7 patients) identified as AID* and low clonal CSR, and
subgroup Il (5 patients) identified as AID"9 without
clonal CSR. Significant Pvalues are shown (*) (P = .001,
Mann-Whitney test). (C-D) Correlations of AID expres-
sion and PFS (C) and clonal CSR and PFS (D) for the
3 subgroups are plotted. Both analyses indicate a signifi-
cant negative correlation; P = .001 considered signifi-
cant (*) by Spearman rank test. P < .001 (Spearman
rank coefficient p = —0.77) for AID expression correlated
to PFS and P < .001 (Spearman rank coefficient
p = —0.80) for clonal CSR linked to PFS.

Sub-group III
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contained 7 patients. Six of the 7 patients received treatment at
6, 11, 12, 15, 18, and 36 months, and 1 of them died at 70 months
from disease-related causes. In subgroup III, the 5 patients failing
to express AID, no tumoral CSR was found, and none of them
received treatment and remain alive to date. To link a clinical poor
outcome with high AID expression and high clonally related CSR,
a Spearman rank correlation test was carried out. A significant
negative correlation comparing the 3 subgroups was found between
AID expression and PFS (P < .001; Spearman rank coefficient
p = —0.77), as well as between CSR percentage and PFS (P < .001;
Spearman rank coefficient p = —0.80; Figure 5C and 5D, respec-
tively). Despite the low number of patients with CLL with clonally
related CSR in the UM group, PFS and OS analyses were
performed. Results showed significant differences for PFS analysis
(P = .007) and low but still significant difference for OS analysis
(P = .021; Figure 6A and 6B, respectively).

Among the patients with MUT disease, none of the 6 patients
expressing low levels of AID required treatment, and all patients
are alive with a mean time of follow-up of 36 months. Among the
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Figure 6. Kaplan-Meier curves based on AID and CSR expression in the
3 subgroups in patients with UM CLL comparing the PFS and OS. The
Kaplan-Meier method was used to construct survival curves for PFS (A) and OS (B),
and results were compared with the log-rank test Spearman. P values refer to the
log-rank test. Subgroup | corresponds to UM CLLAID*/+ and CSR = 5%; subgroup Il
to UM CLLs AID* and low clonally related CSR, and subgroup Il to UM CLL AID"e9
and CSR not related to the tumoral clone.

50

19 patients with MUT disease failing to express AID transcripts,
3 required treatment at 6, 12, and 25 months, and 1 died of causes
unrelated to CLL at 120 months without receiving previous
treatment. Overall, these results outline the importance of the
subset with ongoing high clonally related CSR and expressing high
levels of AID among patients with UM disease and suggest that the
analysis of this subpopulation could be important to identify a more
aggressive form in CLL disease.

Discussion

Important progress resulting in high levels of clinical and even
molecular remissions has been recently achieved in CLL treatment.
However, CLL remains an incurable disease. Recently, compelling
evidence suggests that crosstalk with accessory cells in specialized
tissue microenvironments, such as the bone marrow and secondary
lymphoid organs, favors disease progression by promoting malignant
B-cell growth and drug resistance. Therefore, understanding the crosstalk
between malignant B cells and their milieu could give us new keys into
the cellular and molecular biology of CLL that can finally lead to novel
strategies in the treatment of this disease. Nevertheless, we need a more
proper knowledge about the signals received and/or transmitted by CLL
B lymphocytes, interacting with T Ilymphocytes, and/or with stromal,
endothelial, dendritic, and nurselike cells in the particular CLL microen-
vironment. The simple observation that CLL B cells progressively
accumulate in vivo, but undergo apoptosis when cultured in vitro, draws
attention to the microenvironment and its ability to deliver signals that
may ensure the survival of malignant cells. Further, it is self-evident that
the accumulated CLL B cells in the PB are constantly nourished by an
upstream proliferation cell compartment. It is reasonable to assume that
the balance between the 2 compartments may be at the basis of the
highly variable clinical course of CLL, which may behave as a stable
and indolent monoclonal lymphocytosis or as an aggressive disease.

In this study we attempted to provide additional evidence related to
the importance of the microenvironment signals in the clinical course of
CLL. For this, we analyzed a particular tumoral subpopulation display-
ing ongoing CSR!7?8 and high AID expression in the PB of patients with
UM CLL. Ongoing CSR process** and high expression of AID* are
physiologically confined to the GC, a highly specialized and activated
microenvironment originated during an immune response. However, in
previous work, we demonstrated expression of AID in the PB of patients
with UM CLL, which additionally displayed a subpopulation of tumoral
cells with ongoing CSR.™ Because a subsequent work has shown that
AID expression is restricted to a small proportion of the tumoral CLL
clone,* the patients with UM disease with this subpopulation and high
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expression of a potential mutator such as AID are interesting to study.
Given this, we hypothesized that the subset with ongoing CSR could be
responsible for AID expression and might correspond to a CLL
in which an activated tumor microenvironment is present, being
that this is responsible for a poorer clinical outcome. We
speculated that this continuous activation might lead to a highly
proliferative disease whose hallmark is the presence of this
particular subset in the PB of this UM CLL.

Our results show that almost all mRNA AID expression is restricted
to the subpopulation of tumoral cells with ongoing CSR. Furthermore,
this subpopulation is clonally related to the tumoral IgM counterpart but
expresses higher levels of Ki-67, c-myc, Bel-2, CD49d, and CCL3/4
chemokines as well as lower levels of the cell-cycle inhibitory protein
p27-kirl and, more importantly, is associated with disease progression.
Active CSR process is currently measured by the presence of switch
circle or their transcribed chimeric I-Cp. product referred as the CTs.
Because they are rapidly degraded by nucleases, they constitute specific
molecular markers of ongoing CSR. Our results show the presence of
CTs in the tumoral subset [gM*/IgG*, which is a minor pool of CLL
B cells in a transitional state of CSR. Interestingly, in the established
IgG* CLLB cells CTs were also identified, suggesting that at least some
of them come out of an active CSR process. High expression of AID
was observed in the IgM*/IgG* and IgG™ subpopulations but not in
their IgM™ counterpart. These results suggest that the subset with
ongoing CSR is responsible for almost all AID expression and that this
activation might have recently been triggered, in an activated CLL
microenvironment. To clarify the importance of the microenvironment
interactions with the different clinical progression of these patients with
UM CLL, we asked, which is the stimulus for this constitutive
expression and where does it occur? These interesting questions remain
to be elucidated.

In this context, we have evaluated the expression of different key
molecules implicated in cell-cycle regulation, proliferation, and tumoral
progression. Higher expression of Ki-67, c-myc, Bcl-2, as well as the
underexpression of the cell-cycle inhibitor p27 %!, was found among
the tumoral subsets with ongoing CSR and high AID expression,
compared with their IgM counterpart. The Ki-67 is a nuclear protein
up-regulated in the Gy, S, G,, and M phases of the cell cycle but absent
in resting cells (G, phase).’! In addition, c-myc oncogene has been
proposed to be expressed at a stage of differentiation in B cells. Studies
of Larsson et al*® show that CLL B cells could be induced to proliferate
and differentiate, after in vitro incubation with 12-O-tetradecanoyl-
phorpol-13-acetate. In this case the CLL B cells change from G, to G,
and this process is accompanied by a dramatic increase in the expression
of c-myc. In our studies, both subpopulations (IgM*/IgG* and 1gG™)
depicted significantly higher levels of Ki-67 and Bcl-2 protein and the
c-myc mRNA, suggesting an activated state for these particular subsets
of CLL B cells. Because some reports indicated that AID expression
could vary during evolution of CLL disease,** we have studied
2 patients (CLL 18 and 20) at 2 time points with a 2-year interval.
Results showed no significant changes in AID, CSR, and Ki-67
expression, suggesting that the presence of IgM*/IgG*™ and IgG™*
subsets as well as AID expression are maintained during the course of
the disease (data not shown).

Recent reports suggest that CD38 and CD49d molecules are
negative prognostic factors in CLL and could be implicated in the
molecular crosstalk between malignant B cells and their microenvi-
ronment.?*3? In addition,CCL/3 and CCL/4 chemokines have been
identified to contribute to the recruitment of cells from the
monocyte macrophage lineage in these important interactions with
CLL B cells and stromal cells.!®?? Interestingly, our results in the
IgG* subsets show higher expression of CD49d protein and
CCL3/4 mRNA than in the IgM* tumoral subpopulation. These
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results are in agreement with previous reports showing that these
molecules are important players in the activation of CLL B cells
interacting with their microenvironment.

With the use of a nonradioactive, stable isotopic labeling
method to measure CLL kinetics, Messmer et al®> demonstrated
that B-CLL is not a static disease that results simply from
accumulation of long-lived lymphocytes, but it is a dynamic
process in which cells proliferate and die. Markers such as CD38
have been proposed as helping to identify the proliferative pool.3*
However, the fact that CD38 is expressed in a high percentage of
tumoral cells in patients with UM disease and recent results from
Calissano et al® fail to establish a strong correlation between the
percentage of CD38* proliferating cells in CLL clones and survival
and disease progression indicate that CD38" tumoral cells consti-
tute a heterogeneous population, including a small fraction of cells
with an increased proliferative potential. Results from Messmer et
al® indicating that proliferating rates of CLL cells range from
0.08% to 1.7% suggest that, as in the case of CD38" subset, not all
the AID™* subpopulation with ongoing CSR correspond to cells in a
state of active proliferation. Our results showing that only a fraction of
tumoral cells displaying ongoing CSR coexpress CD38 support this last
view. To our knowledge only one work has correlated AID and CD38
expression in CLL B cells.?® Because a positive correlation was found,
we can presume that this small CD38* subset within the IgG* B cells
could be the same that express high levels of AID enzyme. Further
studies isolating the tumoral IgG™ subset coexpressing CD38 from
IgG*tCD38" cells are warranted.

Intriguingly, it is difficult to determine the precise role of these
highly proliferating activated tumoral B cells. Because the pres-
ence of this subset is clearly associated with poor prognosis, it
might have an adjuvant role in the maintenance of the CLL
proliferative pool. However, given their increased proliferative
potential, they should normally outnumber the IgM™ cells, but this
is not the case. Thus, we could assume that these cells should
undergo apoptosis once leaving the pseudofollicles. A recent work
suggesting a link between AID expression and B-cell apoptosis in
the GC favors this view.*’” In these conditions, the IgG" subset
could reflect the existence of an active microenvironment leading
to permanent stimulation of the IgM™ pool, which would turn on
the CSR machinery maintaining this IgG* subset in the PB. If true,
the hypothesis that in the UM subgroup stimulation of BCR takes
place by an unknown autoantigen®-4? and that this is responsible
for consecutive stimulations and is able to sustain survival/
expansion signals in the tumoral clone results in an interesting issue
highlighted by these results.

Finally, our results indicate that among UM CLLs exists a subgroup
of patients identified by high levels of AID expression and ongoing
clonally related CSR, which displays an even worse prognosis. These
findings have been obtained in a retrospective series of patients with a
short follow-up. Prospective studies in larger series of patients are
needed to raise conclusive evidence to our results and to determine
whether expression of the different Cy isotypes in tumoral cells should
be routinely included in flow cytometric studies to better assess
prognosis among patients with UM CLL.
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1. Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the commonest form of leukemia in Europe and North
America, and mainly, though not exclusively, affects older individuals. It has a very variable
course, with survival ranging from months to decades [1]. It is a neoplastic disorder,
characterized by progressive accumulation of monoclonal B lymphocytes, expressing CD5 and
CD23 molecules and low amounts of surface membrane Ig and CD79b molecules [2]. About
one-third of patients never requires treatment, has a long survival and dies of causes unrelated
to CLL; in another third an initial indolent phase is followed by progression of the disease; the
remaining third of patients has aggressive disease at the onset and requires early treatment [3]

Accumulation of mature B-cells that have escaped programmed cell death and undergone cell-
cycle arrest in the GO/G1 phase is the hallmark of CLL [4]. In this leukemia elevated levels of
the cyclin negative regulator p27Xirl protein are found in a majority of patients [5]. Given the
key role of this protein in cell cycle progression, the over-expression of p27Kirl could account
for the accumulation of CLL B-cells in early phases of the cell cycle. Furthermore, it has been
postulated that the survival advantage of CLL lymphocytes is also due to aberrant over-
expression of antiapoptotic Bcl-2 family proteins in general [6] and Bcl-2 and Mcl-1 proteins in
particular [7]. Other members of the Bcl-2 family, such as anti-apoptotic proteins BCL-XL and
BAGI are overexpressed in CLL B-cells whereas proapoptotic proteins, such as BAX and BCL-
XS, are underexpressed [4]. These antiapoptotic proteins sequester pro-apoptotic counterparts
and a balance between both determines the fate of a cell. Additionally, the most consistent
cytogenetic lesion in CLL is chromosomal deletions of 13q14, resulting in loss of microRNAs,
miR-15a and miR-16-1. Expression of these microRNAs has been founded inversely correlated
to Bcl-2 expression and thus, suggested that translocation 13q14 is associated to survival of
CLL B-cells [8]. These observations establish anti-apoptotic Bcl-2 family proteins as key
survival factors for CLL [9].
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High expression of cyclin cell cycle negative regulator p27Xirl, antiapoptotic molecules such
as Bcl-2 or Mcl-1, and a characteristic non activated phenotype of CLL B- lymphocytes (low
surface immunoglobulin (Ig) expression and absence of activated lymphocyte molecules)
led to the assumption that CLL disease is a leukemia resulting from accumulation rather
than from proliferation. However this traditional view that CLL is a disease deriving from
an inherent defect in apoptosis has being called into question [10]. Recent studies suggest
that CLL is a dynamic process, comprising leukemic cells that multiply and die at
measurable rates. Furthermore, since CLL cells do not appear to be inherently immortal,
patient’s compromise does not occur from passive accumulation, but from active generation
of subclones that over time develop dangerous genetic abnormalities which further change
the birth/death ratios [10,11].

These observations have turned the attention towards the occurrence of different sub-
populations inside the tumoral clone. It is clear that most, if not all, proliferative events
occur in tissues where leukemic cells are able to exploit microenvironment interactions in
order to avoid apoptosis and acquire tumoral growing conditions [12]. This concept is
supported by reports showing that, despite their monoclonal origin, there are different
subpopulations within clonal CLL B-cells [13,14 and 15].

These works which underline the presence of a proliferative B-cell subset within the tumoral
clone, furnish new strength to the hypothesis that the microenvironment plays a central role
in the maintenance and progression of this disease. Thus, upregulation of antiapoptotic
proteins such as Survivin [16], Mcl-1, Bcl-2, as well as specific chemokines and cytokines in
CLL (reviewed in [17]), like CCL2 [18], CCL3/CCL4 [19,20] CXCR4-CXCL12 [21], and IL-4
[22] among others, support a process of activation and reinforcement of the malignant cells
by the microenvironment. These key interactions provide survival signals to the leukemic
cells leading to the progression and treatment resistance of the tumoral clone. Therefore, the
development and design of therapeutic agents with the goal of disrupting the crosstalk
between malignant B cells and their microenvironment is an attractive novel strategy in the
treatment of CLL, a heterogeneous disease that as yet remains incurable.

In this chapter we will compile the available evidence related to the main B-
cell/microenvironment interactions responsible to maintain a CLL proliferative subset. We
will discuss the present knowledge about the proliferative B-cell subsets and how they are
preserved within the tumoral CLL clone.

2. Role of the microenvironment in CLL-B cell survival

All the physiological processes during which B-cells encounter their antigen (Ag) occur in
specific anatomical sites so-called "specialized microenvironments". Germinal centers are the
typical immunological picture of these activation places. In this environment B-cell stimulation
is totally dependent on complex supportive interactions with both Ag-specific and Ag-non-
specific accessory populations. T cells and a variety of different types of adherent cells,
generally defined as ‘stromal cells’, are the main elements of this microenvironment.

In CLL disease, the proliferating compartment is represented by focal aggregates of
proliferating prolymphocytes and para-immunoblasts that give rise to the called pseudo-
follicles or proliferation centres [23]. Pseudo-follicles are the histological CLL hallmark in
lymph nodes (LN), splenic white pulp and bone marrow (BM) where they appear as
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vaguely nodular areas never surrounded by a mantle zone. These areas are usually
infiltrated with an important number of CLL B-cells that after interaction with T-cells
and/or stromal/follicular dendritic cells, are able to express the proliferation marker Ki-67
and the progression disease molecules such as CD38 [24] and CD49d [25].

The general observation that CLL B-cells rapidly dye by apoptosis after culture in the
absence of accessory cells strongly indicate that CLL B-cells maintain their capacity to
respond to selected external stimuli that confer to leukemic cells a growth advantage and an
extended survival. Furthermore, numerous in-vitro evidence indicate a predominant role of
the microenvironment in CLL cell survival [26].

T lymphocytes, the bone marrow stromal cells, and the follicular dendritic cells are involved
in the natural history of the disease and appear to be major players in delivering key signals
for the proliferation of tumoral clone and disease progression [27]. The exposure of
malignant cell subclones to microenvironmental stimuli results in increased proliferation, a
prerequisite for the occurrence of new genetic abnormalities that lead to the development of
a more aggressive disease.

The pattern of tissue infiltration by CLL cells may be variable. More frequently, malignant
cells are seen only or predominantly in the peripheral blood (PB) and the BM. In some
instances a vast LN involvement is observed together with a modest PB involvement. These
clinical observations point to the existence of mechanisms that selectively control the
trafficking and homing of malignant lymphocytes to distinct microenvironments. One such
mechanism might be accounted by chemokines and chemokine receptors. Recent data
indicate that CLL cells may express specific sets of chemokine receptors and/or respond to
specific chemokines produced by microenvironmental elements that selectively attract
individual cells to explicit anatomical sites [17].

Chemokines constitute a growing family of chemotactic cytokines that are generally
involved in leukocyte migration. According to a current classification based on their
function, they are subdivided into three different groups: (1) the homeostatic chemokines
regulating lymphocyte migration and homing processes under physiological conditions,
(2) the inducible chemokines expressed during inflammation and (3) an overlapping
group involved in both processes. Their expression can be induced by various stimuli,
including growth factors and inflammatory cytokines. Besides these general aspects,
chemokines are also associated to a variety of pathological processes. During
tumourigenesis, they are known to play a crucial role informing and modifying the
tumour stroma by inducing the infiltration of various hematopoietic cells
(e.g.macrophages, natural killer (NK) cells, eosinophils, B and T Ilymphocytes) as well as
fibroblasts and endothelial cells. They also contribute to the neovascularisation, the
growth and the spreading of tumours [17].

2.1 Role of T-cells in the CLL microenvironment

The peripheral T-cell repertoire in CLL is significantly altered with a marked increase in
oligoclonality in both CD4 and CDS8 positive cells [28]. A multitude of in-vitro findings
indicate that T lymphocytes are attractive candidates to play a role in the inhibition of the
malignant B-cell apoptosis and to favour disease progression [29,30]. The weight of evidence
points to a dialogue between malignant CLL B-cells and CD4ros T-cells, based upon
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bidirectional interactions that are regulated by adhesion molecules and chemokines and
translate into the production of several cytokines by both cell types (reviewed by [26]). T-cell
cytokines, including IL-4, IFN-y, and IL-2 inhibit CLL B-cell apoptosis by upregulating Bcl-2
protein, reinforcing the concept that the ability of CLL cell to avoid apoptosis may be
strongly influenced by external stimuli provided by the microenvironment [26].

Within pseudofollicular proliferation centers, proliferating leukemic lymphocytes are in
contact with numerous CD3pes T-cells, most of which are CD4ros, and express CD40L,
which can support the growth of CLL B-cells through CD40 ligation. CD40 is a member of
the tumour necrosis factor (TNF) receptor superfamily that is expressed by B-cells,
dendritic cells and monocytes [31]. The stimulation of CD40 and interleukin 4 (IL-4)
rescues CLL B-cells from apoptosis and induces their proliferation [32]. Moreover, CD40
crosslinking on CLL B-cells induces up-regulation of CD80 and CD54 and turns
nonimmunogenic CLL cells into effective T-cell stimulators [33]. Later studies of
Granziero et al. have shown that this proliferative CLL B-cells activated through CD40
also express survivin, a member of the family protein of inhibitor of apoptosis, (IAPs) [16].
This protein is the only IAP whose expression is induced in CLL B-cells by CD40L. The
survivin positive cells have an extended survival, an increased proliferative rate and
retain Bcl-2 positivity.

It is unclear why and how CD4ros T-cells that gather in CLL pseudo-follicles are activated.
Under normal circumstances, CD4pros T-cells that cooperate with B lymphocytes in
primary follicles recognize the antigenic peptide in the context of MHC-II class molecules
(peptide MHCII binds to T cell receptor, TCR). This interaction results in the transient up-
regulation of CD40L. However, T-cells in CLL patients exhibit defective immunological
synapse formation which may account for the defects in T-cell helper function seen in
earlier studies [30]. Whatever causes their activation, CD40Lpros T-cells are in close
physical contact with CD40res CLL within proliferation centers [24]; hence the
physiological stimulus provided by CD40L is available to malignant B-cells. Subsequent
research has shown that these activated CD4ros T-cells tend to assemble in pseudo-follicles
attracted by the chemokines, CCL17 and CCL22 [22] and CCL3 and CCL4 [19,20]
produced by proliferating CLL B-cells themselves, (Figure 1A).

In regard to CCL17 and CCL22, it is interesting that leukemic cells purified from LN and
BM, but not from PB, constitutively express mRNA for both of them. The CD40-crosslinking
of PB CLL cells induces the expression of these chemokines at RNA level [22]. Of them,
CCL22 is released and is capable of attracting activated CD4ros /CD40Lros T-cells, while
CCL17 is released only when IL-4 is added to the in-vitro system [16] (Figure 1A).

3. Role of stromal cells in the CLL microenvironment

T cells are not the only active responsible partners for leukemic B-cells. A number of adherent
accessory cells present in different microenvironments are gaining increasing attention in the
last years in the CLL progression. It has been convincingly demonstrated that a direct physical
contact between BM stromal cells and leukaemic cells extends the survival of CLL B-cell [34].
Stromal cells are key regulators of normal B lymphopoiesis. However, even if they are known
to provide binding sites and growth factors to developing B-cells, the precise nature of ligand-
receptor interactions are not fully known. The interest has been initially focused upon
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adhesion molecules. In-vitro, it has been shown that malignant CLL B-cells interact with BM
stromal cells via f1 and B2 integrins [34]. This binding rescues CLL cells from apoptosis and
extends their lifespan, suggesting a potential mechanism for the preferential in-vivo
accumulation and survival of CLL cells within the BM.

M“‘-‘
H_\“

Endotelial Cell ™

Dendritic Cell

Stromal Cell

5\

Nurse like Cell

Fig. 1. The microenvironment stimuli on CLL B-cells . Main signaling interactions regulating
the survival and the proliferation of leukemic clone. A) T-cells signals to CLL B-cells. B)
Endothelial, dendritic and nurse like cells signals to CLL B-cells.
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The PB of CLL patients has been shown to contain cells that in-vitro can differentiate into
adherent nurse-like cells, endowed with the capacity of protecting the attached leukaemic B-
cells from spontaneous apoptosis [21]. Blood-derived nurse cells protect CLL B-cells from
apoptosis by utilizing a mechanism dependent on SDF-1 (CXCL12), a CXC chemokine that
is constitutively secreted by BM stromal cells and regulates B lymphopoiesis upon binding
its receptor CXCR4 (CD184). CXCR4 is consistently over expressed by CLL B-cells [21]. In
this sense, a recent work of Vaisitti et al., clearly shows that CD38 synergizes with the
CXCR4 pathway supporting the working hypothesis that migration is a central step in
disease progression and that expression of CD38 is correlated to this expression [35].

Using gene expression profiles comparing CD38pos/CD49dros versus CD38neg/CD49dres
CLL B-cells, Zucchetto et al. [19] showed an over expression of the CCL3 and CCL4
chemokines in leukemic cells from the CD38pos/CD49dros subset. CCL3 and CCL4 are up-
regulated by CD38 engagement in CD38pos/CD49dros CLL B-cells and also CCL3 was found
to be expressed by CLL B-cells from bone marrow biopsies (BMB) of CD38pos/CD49dres but
not CD38res/CD49dres cases. High levels of CCR1 and, to a lesser extent, CCRS5, the receptors
for CCL3 and CCL4, were found in CLL-derived monocyte-macrophages. Consistently,
CCL3 induced monocyte migration and CD68+ macrophage infiltration was particularly
high in BMB from CD38pros/CD49dres CLL B-cells. Conditioned media from CCL3-
stimulated macrophages induced endothelial cells to express vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM1), the CD49d ligand, likely through TNF-a over production. These
effects were apparent in BMB from CD38pos/CD49dros CLL, where lymphoid infiltrates were
characterized by a prominent meshwork of VCAM-1+ stromal/endothelial cells. It appears
that the CD31/CD38/ZAP-70 axis may represent a point of convergence of proliferative and
migratory signals. CD38/CD31 interactions are followed by a marked upregulation of the
semaphorin family member CD100, which in turn interacts with the plexin Bl ligand
expressed by stromal cells and contributes to further sustain proliferation and survival of
CLL B-cells [36].

Underlying the role of stromal cells in the CLL survival signals, a recent work of Zuchetto et
al., show that T-cells do not emerge as relevant players in CCL3/CCL4-driven dynamics in
CLL BM microenvironment. Rather, this work proposes that CCL3/CCL4 chemokines
preferentially target monocytes/macrophages, which are recruited by this/these
chemokine/s, in the context of microenvironmental sites of CCL3/CLL4-producing CLL
[19]. CCL3 and CCL4 are small (8-10 kDa), structurally related chemokines that, under
normal conditions, are secreted by mature hematopoietic cells. Biologically, CCL3 and CCL4
have overlapping effects and act as potent chemoattractants for monocyte, macrophages,
dendritic, T, and natural killer cells [37]. Highlighting the importance of the expression of
these chemokines in CLL progression, a recent work of Sivina et al., proposes CCL3
chemokine as a novel prognostic marker in CLL, suggesting that its evaluation might
become useful for risk-assessment in patients with CLL [38] (Figure 1B).

Leukemic CLL B-cells are not only exposed to signals delivered by accessory, non-malignant
cells in the lymphoid tissues, but they are also capable of sensing pathogen associated
molecular patterns through a variety of membrane or cytosolic receptors. Toll-like receptors
(TLR) are probably the best characterized. TLR7 and TLR9, which recognize single stranded
RNA and bacterial DNA respectively, are virtually always expressed (Figure 1). Other
evidence which reinforces the importance of the microenvironment on the survival of B-
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cells came from Decker et al. These authors have been shown that stimulation of CLL B-cells
with an analog of bacterial DNA (CpG -ODN) induces the expression of cyclin D2 and
cyclin D3 and reduces the expression of p27-kipl associated with cell cycling. Both cyclins
were associated with cdk4, which is the catalytic partner of D-type cyclins in normal B cells.
Moreover, immune complexes consisting of cyclin D2-cdk4 or cyclin D3-cdk4 were both
functional and phosphorylated the RB protein in-vitro [39].

Finally, not only signals delivered by stromal cells appear to be essential in the
microenvironment crosstalk with the leukemic B lymphocyte. Cytokine array and enzyme-
linked immunosorbent assay studies revealed increased expression of soluble CD14 by
monocytes in the presence of CLL B-cells. This work shows that monocytes help in the
survival of CLL B-cells by secreting soluble CD14, which induces nuclear factor x 3
activation in these cells [40].

Overall, these data provide a link between microenvironmental factors and the
proliferation/apoptosis dilemma of CLL B-cells. CLL is now revealing itself to be an
environment-dependent hematological malignancy. This idea could be in agreement with a
model of selective survival of certain clonal submembers, which would receive survival
signals in these particular lymphoid sites.

3.1 Other microenvironment soluble factors involved in CLL progression

Several works in the last years, display the importance of soluble factor regulating the
balance between stability and progression of this disease. It is known that CLL B-cells
themselves can secrete pro-angiogenic factors such as vascular endothelial growth factor
(VEGF) and angiopoietin (Ang) which are involved in the formation of new blood vessels.
These newly formed vessels are characterized by increased permeability, and thus
contribute to disease dissemination [12]. CLL B-cells can also express receptors for some
of these pro-angiogenetic factors, including VEGF receptors VEGFR1 and 2 as well as the
Ang-receptor. Signaling through these receptors significantly prolongs cell survival [41].
Additionally, it has been described that thioredoxin (Trx) is expressed in LN of CLL
patients and that this expression can increase the CLL survival clone. In this work, the
authors found that adding Trx at CLL B-cells increased in a dose-dependent fashion the
release of TNF-a, which has been suggested to be an autocrine growth factor for these
cells. Secretion of TNF-a maintained Bcl-2, and diminish the apoptosis in the CLL B-cells.
[42].

4. Proliferative pool in CLL

It is well established that CLL is a heterogeneous disease: some patients experience a slowly
progressive clinical course, but most will eventually enter an advanced phase requiring
repeated treatment. Different groups have suggested that cytoskeletal organization, cellular
adhesion and the migratory potential of the leukemic clone regulate tissue distribution of
CLL cells, possibly influencing a patient’s outcome [43,44]. This highlights the significance
of topographical issues in disease progression and provides convincing evidence that CLL
B-cells with enhanced motility are associated with aggressive disease. Independent
confirmation of these results comes from data generated in patients, showing that a
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significant proportion of the leukemic clone proliferates and that proliferation occurs
predominantly in lymphoid organs.

Messmer and col. clearly demonstrate that a proliferative compartment exists in CLL, [11]
although major part probably resides in the solid tissues [14]. Further, it is self-evident that
the accumulated CLL B-cells in the PB are constantly nourished by an upstream
proliferation cell compartment. It is reasonable to assume that the balance between the two
compartments may be at the bases of the highly variable clinical course of CLL, which may
behave as a stable and indolent monoclonal lymphocytosis, or as an aggressive disease.

At present, two proliferative subsets related to disease progression has been described in
CLL. Chiorazzi’s group proposed that the subset CD38 positive/Ki67 positive CLL B-cells
could be a proliferative pool in this disease [14]. Additionally a recent work of Palacios et al.,
also describe a proliferative subset in UM CLL patients characterized by the presence of
active class switch recombination process and anomalous expression of the Activation-
Induced cytidine Deaminase (AID) enzyme [15].

4.1 Proliferative CD38 positive CLL B-cells

Despite the large number of surface markers described in the CLL, the expression of CD38
and its association with the disease has been intensively studied. CD38 is accepted as a
dependable marker of unfavorable prognosis and as an indicator of activation and possibly
proliferation of CLL cells at the time of analysis. Leukemic clones with higher numbers of
CD38 positive cells are more responsive to BCR signaling and are characterized by
enhanced migration. In-vitro activation through CD38 drives CLL proliferation and
chemotaxis, via activation of a signaling pathway that includes ZAP-70 and ERK1/2. In-vivo
interaction of CD38 with CD31, its cognate receptor, have an important role in cell-cell
interactions activating survival pathways in normal and leukemic lymphocytes [45].

An important work of Chiorazzi’s group highlights the cell-cycling status of CLL cells,
focusing on those leukemic cells expressing CD38 [14]. In order to going deeper in this area
Pepper et al. extended these observations by comparing gene profile of CD38pos and CD38nes
CLL B-cells of a single patients. The results showed that CD38 ros CLL cells possess a distinct
gene expression profile compared with their CD38neg sub-clones. CD38pes CLL B-cells
relatively overexpress vascular endothelial growth factor (VEGF), which is associated with
increased expression of the anti-apoptotic protein Mcl-1 [13]. Detailed characterization of the
proliferating CLL B-cell convincingly demonstrated a close association between CD38
expression and increased percentages of Ki-67 and ZAP-70 positive cells, suggesting that
CD38pes clonal members are more highly activated and prone to enter the cell cycle than
their negative counterpart [13].

However, further studies of the same laboratory failed to establish a strong correlation
between the percentage of CD38pes proliferating cells in CLL clones and survival and disease
progression [46]. The fact that CD38 is expressed in a high percentage of tumoral cells in UM
patients indicate that CD38pres leukemic cells constitute a heterogeneous population
including a small fraction of cells with an increased proliferative potential. Results from
Messmer et al. show that leukemic CLL proliferating rates range from 0.08% to 1.7% [11]
suggesting that not all CD38 positive cells, are proliferating.
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The scenario outlined by these data indicates that the CD38pes cells subpopulation involve a
discrete and small subset of cells, also CD38 positive, that have recently exited a solid tissue,
and have received freshly proliferation signals.

4.2 Proliferative AID positive CLL B-cells

Recent evidences from our group outline the importance of another cellular subset,
characterized by an anomalous expression of the mutagenic molecule AID in a proliferative
leukemic clone [15]. This protein is a B cell-restricted enzyme, induced principally through
the contact of T and B-cells via CD40-CD40L interactions, despite that recent works also
show that the innate immune response via TLR receptor is able to trigger their expression
[47]. The physiological expression of this enzyme is responsible for somatic hypermutation
(HMS) and class switch recombination (CSR) process in B lymphocytes [48]. However, the
mutational activity of AID identifies this enzyme as the first genome mutator in humans
with oncogenic potential [49]. Supporting this view, different works report that constitutive
AID expression is associated with a loss in the target specificity and with
lymphoproliferative disorders [49,50].

In the CLL disease we have reported that AID is anomalous expressed in the PB of some
patients with UM VH genes, active CSR and clinical poor outcome [51]. Despite expression
of a functional AID as assessed by an active CSR and mutations induced in the preswitch
region, CLL B-cells in these patients did not succeed to achieve the SHM process [52].
Although clonal CSR has been described in CLL B-cells long ago [53,54] and different works
have shown that this process occurs principally in patients with UM disease [52,55], the
origin and the biologic implications of this subpopulation in the physiopathology of CLL
remain elusive.

Because AID expression in CLL is associated with ongoing CSR in patients with UM disease,
we investigated the relation of AID expression, CSR process, and microenvironment
activation in the PB of CLL patients with different clinical profiles. Our results show that
high expression of AID is almost exclusively restricted to the subpopulation of tumoral B-
cells having an active CSR process (IgGres CLL B-cells). This subset expresses high levels of
proliferation and antiapoptotic molecules such as Ki-67, c-Myc, and Bcl-2. In addition, this
particular subset of leukemic cells display high levels of CD49d and CCL3/CCL4
chemokines, as well as a decreased expression of cell cycle inhibitor p27-kirl compared with
their quiescent counterpart IgM B-cells. Finally, the presence of this subpopulation in
patients with UM CLL is closely related to an aggressive course of the disease [15].
Additionally to this, over-expression of anti-apoptotic and proliferative molecules as well as
expression of molecules implicated in the microenvironment interactions has also been
established. Thus, this tumoral CLL subset appears to be a hallmark of a recent contact with
an activated microenvironment exclusively found in UM CLL patients with a poor clinical
outcome [15].

It is difficult to determine the precise role of these highly proliferating activated tumoral
B-cells. Since the presence of this subset is clearly associated to poor prognosis, it might
have an adjuvant role in the maintenance of the CLL proliferative pool. However, given
their increased proliferative potential they should normally outnumber the IgMros cells
and this is not the case. Thus, we could assume that these cells should undergo apoptosis
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once leaving the pseudo-follicles. A recent work suggesting a link between AID
expression and B-cell apoptosis in GC favour this view [56]. In these conditions, the
IgGros subset could reflect the existence of an active microenvironment leading to
permanent stimulation of the IgMres pool, which would be turn on the CSR machinery
maintaining this IgGres subset in the PB. Alternatively, an adjuvant role in the
maintenance of the CLL IgM proliferative pool by this subset could be considered.
Recently, evidence indicates that outside the GC, there is a fraction of AIDpos B-cells
subset of interfollicular large B-lymphocyte and in the thymic medullae of tonsils [57].
Interestingly, these AID positive B-cells ongoing CSR form prominent cytoplasmic
extensions, lending them to a “dendritic cell-like” appearance [57]. In this respect,
unpublished results from our laboratory indicate that in-vitro stimulation with
CD40L/IL-4 not only induces B-cells to proliferate, but also activates lymphocytes to
adopt a morphological aspect of “pseudo-dendritic” cells expressing B-cell markers. If
the stimulation through CD40L or other stimulation molecules are able to induce these
“pseudo-dendritic” cells to become efficient antigen presenting cells remains elusive yet.
Whatever the case, the hypothesis that in the UM subgroup stimulation of BCR takes
place by an unknown auto-antigen [27,58] and that this is responsible for consecutives
stimulations sustaining survival/expansion signals in the tumoral clone, results an
interesting issue highlighted by these results.

In this context, we hypothesize that the survival signals of this AIDres CLL B-cells subset
could be constitutively triggered by the recognition of an autoantigen present in LN and/or
BM (figure 2). In order to explain, why an active AIDpos tumor clone is unable to carry out
the SHM process, we propose that an unidentified cofactor of AID is absent in the AIDros,
UM CLL subset. The correct expression of both, AID and its cofactor, enables the leukemic
clone to achieve the SHM process. Once mutated, the clone loses its ability to recognize the
autoantigen and, consequently it loses the possibility to receive pro-survival and
proliferative signals (figure 2 panel A). In contrast, the expression of AID in the absence of
its cofactor prevents BCR mutations, allowing a persistent interaction of the leukemic cells
with the autoantigen (figure 2 panel B). The positive signaling through the BCR together
with pro-survival and proliferative factors from the microenvironment leads to the
accumulation of CLL B-cells and the progression of the disease. The high proliferation rate,
the over-expression of AID and other factors, could favor DNA translocations and
oncogenic mutations finally associated with progressive and refractory disease (figure 2
panel B).

Inhibition of apoptosis may occur in-vivo in pseudo-follicles observed in the lymph nodes,
and in the cell clusters described in the bone marrow. These pseudo-follicles include
proliferating B-cells in close contact with increased numbers of CD4 T-cells expressing
CD40L, which is necessary for AID expression. These activated CD4 T-cells could be
recruited by tumor B-cells through the expression of T cell-attracting chemokines such as
CCL17 and CCL22 [22] and/or CCL3 and CCL4 [20]. Besides this, the CD38 and CD49d
proteins appear to be important additional players interacting with nurse-like cells, stromal,
and endothelial cells to complete the activation pathway within the proliferative centers
[19]. Overall, these observations favor the view that certain cellular subsets in CLL could
receive survival signals in the specific microenvironments, increasing their proliferative
potential and consequently associated with a more aggressive disease.
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The survival signals of the proliferative AIDros CLL B-cells subset could be constitutively
triggered by the recognition of an autoantigen (auto-Ag) present in LN and/or BM.

In the mutated cases we propose that after an unknown tumor event (1), the tumoral B-cell
could be recognize an auto-Ag through BCR and receive collaboration from other cells such
as T follicular helper cells or antigen-presenting cell (APC) (2). At this level proliferation
centers could be initiated and after this activation the tumor clone might trigger AID
expression and its unknown partners in order to achieve SHM and CSR (3) Once mutated
the VDJ regions of BCR, the leukemic clone loses its ability to recognize the auto-Ag (4) and,
consequently also loses the possibility to receive survival and proliferative signals.

In UM patients, panel B, tumor event occurs in a B-cell (1), BCR of this leukemic cell
recognizes the auto-Ag and is induced to proliferate with the help of another T-cells or APC.
(2) The leukemic clone expresses AID and their partners, but not the specific cofactor
necessary to achieve a correct SHM process (3). Constitutive AID expression in this scenario
only is able to trigger CSR, but it cannot mutate the VD] region of BCR (4). This persistent
activation of the leukemic clone leads to the existence of this proliferative subset
IgGros/ AIDpos, The increasing number of these leukemic, switched cells in the proliferative
centers leds to the leukemic cells extravasation to peripheral blood (5). These circulating
cells might home to solid tissues eventually and thus, they would receive
proliferation/survival signals again (6). Cycles of these last two events overtime, produce an
increase in the number of proliferating AIDros CLL B-cells (detectable in peripheral blood),
which is considered as a hallmark of a proliferative and progressive leukemia.

5. Inflammation role in an activated CLL microenvironment

The relationship between antigen stimulation/inflammation and the natural history of CLL
is not surprising considering that inflammation is involved in the initiation and progression
of several chronic lymphoid malignancies of B-cell type [59].

Chronic inflammation and CLL are inter-related in many aspects. The malfunctioning of the
immune system helps the first few cancer cells to establish into a full-fledged CLL. In
comparison to normal B-cells, leukemic cells are rescued from apoptosis by bone-marrow
stromal cells, signifying the selectivity of microenvironment for malignant cells. Compelling
evidences show wus that CLL progression is originated in an inflammatory
microenvironment in which many cells (T-cells, stromal cells, monocytes, macrophage and
dendritic cells) are all able to delivered survival signals supporting the tumoral clone. These
microenvironmental responses are often brought about by the interplay of different
chemokines, cytokines, transcriptional factors or post-translational modifications [9].

The inflammatory chemokines are expressed in inflamed tissues and signal for recruitment of
neutrophils. On the other hand, homeostatic chemokines produced constitutively in distinct
tissue microenvironments to sustain traffic of mature lymphocytes in lymphoid and
nonlymphoid tissues [17]. Despite the protective function it has on the CLL B-cells through
apoptosis inhibition this factor also allows the spontaneous migration of malignant cells
towards BM stromal cells, suggesting that CLL B-cells may utilize this mechanism to infiltrate
the BM [21]. SDF-1 and other chemokines such as CCL3 and CCL4 secreted proteins, appear to
form a pro-survival circuitry by regulating leukocyte trafficking, extravagating into sites of
tissue inflammation and maintaining extended lymphocyte survival [19].

www.intechopen.com



Microenvironment Interactions in Chronic Lymphocytic
Leukemia: A Delicate Equilibrium Linking the Quiescent and the Proliferative Pool 33

Cytokines are signaling key mediators of inflammation or an immune response, involved in
accelerating inflammation and also are present in high levels in CLL patients. They are
classified as pro-inflammatory (IL1, IL6, IL15, IL17, IL23 and TNF-a [61,62]), or anti-
inflammatory (IL4, IL10, IL13, transforming growth factor(TGFB) and TNF-a depending on
their function in tumorigenesis [60]). Another work, recently performed by Schulz et al. [61]
touch upon the issue of inflammatory cytokines and signaling pathways associated with
CLL survival. Consistent with this possibility inflamatory cytokines genes are upregulated
in this work. Among these genes chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) was shown to be
induced in monocytes by the presence of CLL cells in- vitro.

In addition to chemokines and cytokines, the key mediators of inflammation-induced cancer
include activation of transcription factors. There are a wide range of transcriptional factors that
bind to the promoter region of target genes and activate transcription of these oncogenes.
Aberrant expression of the transcription factors like MYC, STAT and NF-kB are associated to
inflammatory immune response but also in carcinogenesis and poor prognosis in CLL [62].

The fact that inflammatory receptors such as Toll-like receptors (TLR) can be engaged
concomitantly with the BCR, it becomes reasonable to presume that TLR may also play a role
in BCR co-stimulation of CLL cells. Indeed, bacterial lipopeptides protect CLL cells from
spontaneous apoptosis mediated by TLR signaling [63]. On the other hand, post-translational
modifications may affect the activity and longevity of the proteins anti- and pro-apoptotic
proteins in an inflammatory microenvironment. Bcl-2 protein undergoes phosphorylation at
sites Thr56, Thr69, Ser70, Thr74 and Ser87 in response to different stimuli [64]. Taken together,
the extracellular signals from cytokines and chemokines, the contribution of transcriptional
factors and post-translational modifications on anti-apoptotic proteins ultimately form a
complex network to deliver microenvironmental support to the malignant cells [9].

6. Conclusion

Important progress resulting in high levels of clinical and even molecular remissions has been
recently achieved in CLL treatment. However, CLL remains an incurable disease. Compelling
evidence suggests that crosstalk with accessory cells in specialized tissue microenvironments,
such as the BM and secondary lymphoid organs, favours disease progression by promoting
malignant B-cell growth and drug resistance. We are starting to understand which genes,
molecules and accessory cells are involved in CLL B-cell/ microenvironment interactions and
what roles they play. Nevertheless, we need a more proper knowledge about the signals
received and/or transmitted by CLL B-lymphocyte, interacting with T lymphocytes, and/or
with stromal, endothelial, dendritic and nurse-like cells in the particular CLL
microenvironment. Therefore, understanding the crosstalk between malignant B-cells and
their milieu could give us new keys in the cellular and molecular biology of CLL that can
finally lead to novel strategies in the treatment of this disease.
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Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by accumulation of clonal B cells arrested in GO/G1 stages that coexist, in
different proportions, with proliferative B cells. Understanding the crosstalk between the proliferative subsets and their milieu could
provide clues on CLL biology. We previously identified one of these subpopulations in the peripheral blood from unmutated
patients that appears to be a hallmark of a progressive disease. Aiming to characterize the molecular mechanism underlying this
proliferative behavior, we performed gene expression analysis comparing the global mRNA and microRNA expression of this
leukemic subpopulation, and compared it with their quiescent counterparts. Our results suggest that proliferation of this fraction
depend on microRNA-22 overexpression that induces phosphatase and tensin homolog downregulation and phosphoinositide
3-kinase (PI3K)/AKT pathway activation. Transfection experiments demonstrated that miR-22 overexpression in CLL B cells switches
on PI3K/AKT, leading to downregulation of p27 ~ P! and overexpression of Survivin and Ki-67 proteins. We also demonstrated that
this pathway could be triggered by microenvironment signals like CD40 ligand/interleukin-4 and, more importantly, that this
regulatory loop is also present in lymph nodes from progressive unmutated patients. Altogether, these results underline the key
role of PI3K/AKT pathway in the generation of the CLL proliferative pool and provide additional rationale for the usage of PI3K

inhibitors.
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INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by accumula-
tion of clonal mature B lymphocytes." Recent evidence indicates
that disease evolution could depend on the relative balance
between an accumulative pool (quiescent fraction (QF)) and a
smaller proliferative fraction (PF).? Proliferative events occur in
lymph nodes (LN) and bone marrow (BM), where leukemic cells
undergo favorable proliferative conditions through interaction
with the microenvironment.

As several endogenous stimuli in CLL microenvironment were
shown to activate different kinases, a variety of novel kinase
inhibitors have been designed. In the case of CLL, these mainly
include inhibitors of phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and Bruton
tyrosine kinase that have generated significant promise.*
Moreover, microRNAs play a key role in the pathogenesis and
progression of human cancers.>” In CLL, a microRNA signature
was found to be associated with prognosis and disease
progression.”*

QF and PF differ in terms of expression of several molecules,
including CCL22,° CCL3 or CCL4 chemokines, CD38 (ref.7) and
CD49d® progression markers, apoptosis regulators like Survivin® or
proliferation markers such as Ki-67 and c-myc'® as well as the
P27 (p27), a cell cycle regulator.’"" Different CLL proliferative
fractions have been isolated and characterized by studying
different molecule markers like CD38 (ref.12) or CD5/CXCR4
molecules.”® We first reported that leukemic cells obtained from
peripheral blood (PB) of progressive unmutated (UM) cases

express high levels of the mutagenic enzyme activation-induced
cytidine deaminase (AID).'* As its expression results from signals
received in activated secondary lymphoid organs, we investigated
whether tumoral cells expressing AID in PB correspond to
proliferative cells recently egressed from proliferating centers.'
Our results showed that AID expression is mainly restricted to a
CLL subset ongoing class switch recombination process and,
interestingly, that the presence of this subpopulation was
associated with proliferative and anti-apoptotic expression
markers and correlated with a poorer clinical outcome.'®"®

In this work, we characterized the genomic expression profile
(GEP) of the PF and QF in the same patients and compared the
global mRNA and microRNA expression between both subsets.
Our results suggest that the proliferative behavior of this
subpopulation appears to depend on microRNA-22 overexpres-
sion that, following phosphatase and tensin homolog (PTEN)
downregulation, results in activation of the PI3K/AKT pathway.
Finally, we propose that a similar regulatory loop could be present
in the leukemic clone in proliferating centers of progressive UM
CLL patients.

MATERIALS AND METHODS
Patient samples

PB was obtained from 22 patients with a typical CLL diagnosis (Matutes
score of 4 or 5).'° Patients were segregated into the following. (1) The
progressive group (12 patients) defined by UM immunoglobulin Vi gene
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(IgVy) profile, AID and lipoprotein lipase expression at the mRNA level and
presence in PB of at least 2% of CLL B cells ongoing class switch
recombination process to IgG, as previously shown by us.'® This
progressive group was characterized clinically by highly progressive
disease, rapid lymphocyte doubling time (1 year), lymphocytosis > to
50000/mm? and FCR treatment indicated before 3 years after CLL debut.
Of these 12 patients, 4 (05, 06, 07 and 11 in Table 1) were studied following
fludarabine and cyclophosphamide treatment (FC), at the moment of
relapse. For the other 8 patients, the sample was obtained previous to any
treatment. (2) The indolent group (10 patients) included mutated VH cases,
negative for lipoprotein lipase and AID molecular markers and absence of
IgG subset in PB. Regarding clinical data, these cases displayed a low
lymphocytosis, low lymphocyte doubling time (> 2 years) and absence of
treatment requirement after 5 years. Clinical and molecular characteriza-
tion of all these patients is depicted in Table 1. LN samples were obtained
from 3 UM CLL patients (numbers 07, 08 and 12, Table 1). All patients were
followed at the Hospital Maciel from Montevideo and provided an
informed consent according to the ethical regulations from Uruguay and
the Helsinki Declaration.

MicroRNA and mRNA array

Microarray procedures. Total RNA used to perform the array for mRNA and
microRNA on CLL B cells was isolated from 0.5-1 x 10° cells using mirVana
isolation kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). The mRNA analysis
was performed using a 4 x 44K Whole Human Genome Oligo-Microarray
(G4112F, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA), in a two-color
design interrogating 41000 unique human genes. Upregulated and
downregulated genes (showing P<0.01) in PF relative to QF were used
in an ontology analysis. Four biological dye swap replicates were
performed. Microarray for miRNA analysis was performed using a
8 x 15K Human miRNA Microarray (G4470B, Agilent Technologies, Inc.),
one-color platform containing 470 human miRNA probes according to the
manufacturer’s guidelines.

Microarray data analysis. Data analysis was accomplished using 'R’/
Bioconductor (webmaster@bioconductor.org; Hosting provided by Fred
Hutchinson Cancer Research Center)."” Probes were flagged for filtering

For microRNA and mRNA analysis, probes that had more than one
replicate flagged were eliminated. Arrays were background corrected
using normexp. Signal intensity was standardized across arrays via quantile
normalization. Normalization was performed within and between arrays
using Loess and Aquantile methods, respectively. Differential expression
was assayed using the limma software and the ontology analysis
conducted with GOHyperGAll function. Arrays analyses are available in
GEO database (accession number GSE53270).

The mRNA and microRNA analysis expression by reverse transcription-PCR
and quantitative PCR (Q-PCR). RNA isolation, reverse transcription-PCR
and Q-PCR were carried out as previously described.'® Q-PCR evaluating
fold change expression of MRNAs was performed in CLL samples (01-08 of
Table 1) in order to confirm the GEP. For microRNAs, PCR analyses were
performed as previously described.'® Array studies relating microRNA
expression levels were assessed in four additional cases (04-08 CLLs in
Table 1) to the samples used in the GEP study (01-04 in Table 1). The
primers used for all reactions are provided in Supplementary Table S1.

Cell sorting studies and flow cytometry analysis

Isolation of CLL peripheral blood mononuclear cells from PB and LN,
cytometry analysis and sorting experiments using the MoFlo cell sorter
(Beckman Coulter, Buenos Aires, Argentina) were performed as previously
described.'® The antibodies used are reported in Supplementary Table S2.
In the case of the 12 progressive CLL patients, two fractions were isolated:
one expressing exclusively membrane IgM (QF) and a minority fraction
expressing either IgM plus IgG or exclusively IgG (PF). Purity of isolated
subpopulations assessed by flow cytometry was >98%. Isolated subsets
were also evaluated for CD5 and Ki-67 expression markers, AID mRNA
expression and clonal IgVy rearrangement.

Confocal microscopy

This study was performed as previously described.'” Briefly, after
incubation for 1h at room temperature with mouse anti-human PTEN
(1:20), rabbit anti-FOXO1a (1:100), goat anti-Survivin (1:100) or mouse anti-
p27 (1:1600), washings were performed and incubation was then

considering saturation, signal above background and uniformity. proceeded with anti-mouse Alexa 488 (1:2000), anti-rabbit Alexa 546

Table 1. Clinical and molecular characterization of CLL patients

CLL  Diagnostic ~ Sample  Lymphocyte vDJ FISH®>  CD38%° LPL AID IgG'"  1gG'*/  Disease-

date / Binet date/ count at rearrangement® (Q-PCR)  (Q-PCR) subset Ki-67+ related
stage Binet sampling x (%) subset death
stage 10%/ul (%)

01 2002/A 2003/C 128 Um - VH1-02 del 11qg 38 (+) (+) 52 3.9 Yes
02 2000/B 2010/B 220 Um - VH1-69*01  del 17p 16 (+/-) (+) 3.2 3.0 Yes
03 2009/A 2009/A 54 Um - VH2-5*10 Normal 46 (+) (+) 338 3.0 Yes
04 2005/A 2010/B 72 Um - VH1-69*01 Normal 19.5 (+) (+) 4.1 2.5 Alive
05 2009/A 2011/B 140 Um - VH2-5*10 del 17p 36 (+/-) (+) 33 1.5 No

06 2008/B 2010/B 170 Um - VH3-48*03  del 11q 225 (+) (+) 5.0 3.2 Yes
07 2010/B 2010/B 130 Um - VH3-30*04 Tris 12 45.5 (+) (+) 37 3.0 Yes
08 2011/B 2011/C 48 Um - VH3-11*01 Normal 1.9 (+/-) (+) 25 1.7 Yes
09 2011/A 2011/A 105 Um - VH1-2*02 Normal 2.8 (+) (+) 24 0.5 Alive
10 2012/A 2012/A 130 Um - VH1-69*01 Normal 46.5 (+) (+/-) 35 0.3 Alive
11 2012/B 2012/B 160 Um - VH1-69*01 Normal 26.2 (+) (+/-) 2.2 0.7 Alive
12 2005/A 2012/C 98 Um - VH4-34 Normal 39 (+) (+) 3.2 2.7 Yes

13 2011/A 2011/A 14 Mut - VH3-48%*02 N/D N/D (=) (=) Neg Neg Alive
14 2011/A 2011/A 8.9 Mut - VH1-03 del 13q 4.5 (=) (=) Neg Neg Alive
15 2011/A 2012/A 12 Mut - VH4-59%*01 Normal N/D (=) (=) Neg Neg Alive
16 2010/A 2011/A 543 Mut - VH3-9*01 Normal 14 (—) (—) Neg Neg Alive
17 2008/A 2010/A 24.2 Mut - VH1-18*1 Normal 7.8 (-) (=) Neg Neg Alive
18 2012/A 2012/A 10.0 Mut - VH4-59%1 Normal 35 (=) (=) Neg Neg Alive
19 2012/A 2012/A 26.7 Mut - VH1-2*04  del 13q N/D (=) (—) Neg Neg Alive
20 2012/B 2012/B 21.9 Mut - VH3-23 Normal 32 (-) (=) Neg Neg Yes

21 2012/A 2012/A 17.9 Mut - VH3-48*02 Normal 8.9 (—) (=) Neg Neg Alive
22 2010/A 2012/A 6.5 Mut - VH6-1*01 Normal N/D (=) (=) Neg Neg Alive
Abbreviations: AID, activation-induced cytidine deaminase; CLL, chronic lymphocytic leukemia; FISH, fluorescence in situ hybridization; IgG immunoglobulin G;
LPL, lipoprotein lipase; N/D, not determined; Neg, negative; Q-PCR, quantitative PCR. “Unmutated (UM) patients display <2% difference with the germline
gene, whereas >2% difference defines mutated (MUT) patients. PFISH studies. “Results observed by cytometry assays using CD38 cutoff of 30%.
9Intracytoplasmic cytometry analysis of IgM and IgG subpopulations, Neg is < to 1% of IgG'™ CLL B cells.
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(1:1000), anti-goat Alexa 633 (1:1000) and anti-mouse phycoerythrin,
respectively, for 1h at room temperature. Nuclear staining with 4',6-
diamidino-2-phenylindole or propidium iodide (0.1 ng/ml) was performed.
For antibody details see Supplementary Table S2.

The microRNA transfections and CLL B-cell stimulation. We transfected
peripheral blood mononuclear cells of CLL patients with miR-22,
antagomiR-22 or irrelevant miR conjugated to Cy3 fluorophore using
lipofectamine 2000 (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Peripheral blood
mononuclear cells (2 x 10%) were resuspended in Opti-MEM | (Invitrogen)
and transfected with 50 nm of microRNA and 5 pl/ml of lipofectamine. After
6 h, the cells were washed and cultured in RPMI-1640 media (Invitrogen)
supplemented with 20% fetal bovine serum and evaluated by flow
cytometry and/or confocal microscopy at 24 h for PTEN and p27 protein or
48 h for Survivin and Ki-67 molecules. Transfection efficiency was evaluated
by flow cytometry analysis using a Cy3 fluorophore incorporated at the C3’
position of the synthesized oligos (miR-22, antagomiR 22 and irrelevant
miR, see Supplementary Table S1). Only experiments with highest
transfection efficiency, ranged between 75 and 98%, were evaluated.
Activation with human soluble CD40 ligand (Preprotech, Mexico City,
Mexico) and interleukin-4 (IL-4; Preprotech) was performed for 4 days at
5ug/ml and 5 ng/ml, respectively. Samples were taken for RNA extraction,
flow cytometry and confocal microscopy analysis.

Statistical analyses

Comparison of different mRNA gene expression from QF and PF of the
same patient was evaluated by Q-PCR using either paired Wilcoxon signed
rank test or two--tailed unpaired Student’s t-test. For protein-level

MiR-22 regulates CLL proliferation via PI3K/AKT pathway
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evaluation of PTEN, AKT, pAKT 3% FOXO1, Survivin, p27 and Ki-67, a
paired Wilcoxon signed rank test was performed. Variables with P-values of
<0.05 were considered to be significant. All analyses were done using
GraphPad Prism, version 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). For
microarray data analysis, statistical significance (P<0.05) was calculated
using Student'’s t-test followed by Benjamini-Hochberg false discovery rate
correction on GeneSpring GX11.0.2 software (Agilent Technologies, Inc.).

RESULTS

Isolation of proliferative and quiescent CLL subsets in progressive
UM CLL patients

Clinical and molecular characterization of CLL patients included in
this study are provided in Table 1. Fluorescence in situ hybridiza-
tion status in our cohort does not correspond to a classical series
of CLL patients, as reported by Dohner et al.*® because our study
focused in the comparison of highly progressive patients on one
side and highly indolent patients on the other side. Eighty UM CLL
cases were studied by flow cytometry to determine the frequency
of the PF characterized by ongoing class switch recombination
and AID mRNA expression. We found that 15% (12 out of 80
analyzed CLLs) exhibited this subpopulation, ranging between 1
and 3% of the total leukemic clone after surface Ig labeling.
A representative case displaying the characterization of the QF
and the PF is shown in Figure 1. The QF and the PF were defined
as IgM*/CD5 * /Ki-67'°"/AID™9 and IgG*/CD5 * /Ki-67M9"/AID

a,"” b,
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Proliferative and quiescent CLL fractions in a progressive UM CLL patient. (a-c) Representative flow cytometry profile from CLL patient

number 03. (a) Surface expression of IgM and IgG CLL B cells and final sorter decision. R1is positive IgM and R2 is positive IgG surface markers.
(b) Surface expression of IgG/CD5 CLL B cells. (c) Intracytoplasmic expression of Ki-67 and IgG markers. (d) AID mRNA expression in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs), quiescent and proliferative fractions of patient 03. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was used as internal control. It is shown that AID expression predominates within the proliferative subset. (e) CLL patient-specific p and y
transcripts were amplified by reverse transcription-PCR (RT-PCR). The same clonal VH rearrangement was substantiated by sequence analysis.
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respectively, and both present the same clonal IgVy rearrange-
ment (Figures 1a—e). Cell sorter decision to isolate IgM™ from
IgG™" cells is depicted in Figure 1a. Finally, to fully characterize
both subsets we carried out GEP of the mRNA and microRNA
molecules expressed by them.

Transcriptome and miRNome analysis of the CLL proliferative
fraction suggest a role for an activated PI3K/AKT pathway

To investigate the mechanisms involved in CLL proliferation, we
evaluated the differential microRNA expression profiles of PF and
QF isolated from four CLL cases (Table 1). Expression analysis of
array studies followed by Student’s t-test and Benjamini-
Hochberg false discovery rate correction displayed six microRNAs
as differentially expressed (P<0.05). MicroRNAs, miR-22, miR-107
and miR-15b were overexpressed in the PF, whereas the
microRNAs, miR-26a, miR-29a and miR-150 were downregulated
(Figure 2a). The microRNAs upregulated in the PF were confirmed
by Q-PCR in 8 CLL cases (CLLs 01-04 and 07-10; Figure 2b).

The mRNA GEP was also performed in the isolated PF and QF of
patients 01-04 in Table 1. Our study showed a significant number
of affected genes grouped in different clusters like cell activation,
response to stimulus and stress and others (see Figure 2c¢). For a
complete list of up- and downregulated genes in the PF, see
Supplementary Table S3. After stringent quality control steps, we
proceeded to perform gene ontology analysis to better define the
different gene pathways involved in the PF. Despite the fact that
these data were obtained in only four patients and they should be
cautiously interpreted, the results showed that the PI3K/AKT
pathway appeared to play a major role in this subset (Figure 2d
and Supplementary Table S4). Among the most upregulated
genes in the PF concerning PI3K/AKT pathway, we found classical
cell cycle activators like Cyclin D2 (CCND2) and mitogen-activated
protein kinase 1 (MAPKT1), key anti-apoptotic molecules like
BCL2A1, Survivin and proteins implicated in cells proliferation
and migration like FYN, Talin-1 and Paxillin. In addition, PF displays
low expression of tumor suppressor genes like PTEN and cell cycle
regulator genes as p27 and the transcription factor FOXO1
(Figure 2e). Q-PCR of these genes was performed in order to
confirm GEP analysis (Supplementary Table S5).

Interestingly, recent evidence demonstrated that miR-22 con-
trols the signaling kinetics of PTEN/AKT/FOXO1 pathway in human
cell lines and regulates this cascade?' As AKT pathway is a
promising target for CLL treatment®? we investigated the
molecular mechanism of miR-22 overexpression and its putative
consequences on the AKT signaling in CLL proliferation.

The miRNA-22 is associated with PTEN/AKT/FOXO1 pathway
activation, Survivin overexpression and p27 downregulation

In this section we explored whether the proliferative behavior of the
CLL PF could be associated to miR-22 overexpression and regulation
of the PTEN/AKT/FOXO1 pathway. We evaluated PTEN expression at
the mRNA and protein levels and the total AKT expression in its
basal and phosphorylated form (pAKT"3%), which is a hallmark of
the PI3K/AKT pathway activation. We also evaluated nuclear or
cytosolic localization of the transcription factor FOXO1 and assessed
Survivin and p27 protein expression levels.

Results showed that in the PF there is a threefold over-
expression of miR-22 and PTEN mRNA and a twofold under-
expression of PTEN mRNA when compared with its quiescent
counterpart. Significant statistical differences are shown in
Figure 3a. In line with these results, significantly increased PTEN
protein is visualized on the CLL B cells corresponding to the QF
when compared with the PF of six CLL cases. Figure 3a depicts
these results for CLL 06 patient.

As PTEN is a natural negative regulator of PI3K signaling, we
investigated the expression of AKT in its basal and phosphorylated
forms. Results showed a significant increase of the pAKT ™% form in
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the PF compared with their quiescent counterpart from seven
patients. In contrast, no significant differences were found in both
fractions from the same CLL cases when total AKT was analyzed. A
representative case (CLL 02) after flow cytometry analysis of pAKT
Th308 is depicted in Figure 3b. As AKT activity is associated with
nuclear export and cytosolic degradation of FoxO proteins,>?* we
investigated whether high phosphorylation of AKT should result in
FOXO1 inactivation. Statistical analysis of total FOXO1 protein showed
that cytoplasmic expression of FOXO1 in the PF is significantly
increased when compared with the QF. As shown in Figure 3¢, FOXO1
displays a homogeneous nuclear localization in the QF that contrasts
with the predominant cytoplasmic localization in the PF.

In CLL, p27 (ref.25) and Survivin® have been implicated in cell
cycle arrest and survival, respectively. As both proteins are
downstream of the PTEN/AKT/FOXO pathway,5?” we reasoned
that expression analysis of these molecules could help explain the
differential behavior between quiescent and proliferative CLL
subsets. Our results showed that p27 expression is mainly
visualized in the QF (Figure 3d). In addition, microscopy studies
of the Survivin molecule showed a clear expression of this
apoptotic inhibitor in the PF that contrasted with low or absent
expression of this molecule in the QF (Figure 3e).

Overall, these results suggest that the proliferative behavior of
this PF may result from an activated PTEN/AKT/FOXO1 pathway
that in turn switches on cell survival signals like Survivin
expression and downregulates cell cycle arrest proteins like p27.

The miR-22 regulates PTEN, p27 and Survivin protein expression in
CLL B cells

Previous results in CLL suggest that leukemic B cells from patients
with progressive disease display stronger AKT pathway activa-
tion.?® As the results presented above suggest that miR-22 could
be implicated in CLL B-cell proliferation as well as in AKT
activation, we investigated whether inhibition of miR-22 might
result in upregulation of PTEN and p27 molecules. To examine this
possibility, we first evaluated peripheral blood mononuclear cells
of the 22 CLL cases (Table 1), the phosphorylation status of AKT on
Thr*® and the PTEN expression levels by flow cytometry in CLL B
cells (Figure 4a). This experiment was used to select the five
extreme cases displaying highest phosphorylated AKT signals and
lower PTEN expression (CLLs 01, 03, 04, 09 and 10 in Table 1) in
order to proceed with the microRNA transfection assays. Our
results showed that after antagomiR-22 transfection, PTEN protein
levels were increased at similar expression values of indolent CLLs
(Figure 4b). PTEN expression in a representative case transfected
with the antagomiR-22 and the irrelevant microRNA control is
shown in Figure 4c. We then evaluated the expression of p27
protein in PB from five progressive and five indolent CLL patients
(first section of Figure 4d). Interestingly, after antagomiR-22
transfection of progressive CLL cases (01, 03, 04, 09 and 10 from
Table 1), a significant increase in p27 protein level was observed
when compared with untransfected and with irrelevant miR
controls (Figure 4d). The p27 expression in a representative CLL
sample is depicted in Figure 4f. Finally, we evaluated the
assumption that miR-22 could also be implicated in Survivin
expression through AKT pathway. To this aim, we first evaluated
Survivin basal expression in the PB of indolent and progressive
CLL cases. As previously described,® only some responders to
CD40 stimulation patients express Survivin in PB (first section
Figure 4e). Then, we transfected CLL B cells from progressive cases
(patients 01, 04, 08, 09 and 10 in Table 1), previously assessed as
responders to CD40 ligand (CD40L; data not shown) and analyzed
Survivin expression by confocal microscopy. Our results suggest
that after transfection with miR-22, Survivin expression is
upregulated at significant levels in the evaluated patients
(Figure 4e). Upregulated Survivin displays a clear cytosolic
localization, contrasting with low or no expression on irrelevant

© 2015 Macmillan Publishers Limited
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(b) Q-PCR of miR-22, miR15b and miR-107 expression in PF and QF of CLL B cells isolated from patients 01-04 in Table 1. The miR-22 and miR-
15b were significantly overexpressed in the proliferative fraction (P=0.012 and P=0.032, respectively, Wilcoxon matched pairs test), but no
significant differences were found for miR-107. The miR-22 is the most differentially overexpressed when comparing the quiescent and the
proliferative CLL fractions. (c) Analysis of mRNA expression profile. Ontology classes with an overrepresentation in our data set are shown.
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In bold are the genes whose expression level was confirmed by Q-PCR.

miR-transfected or untransfected CLL B cells (representative case protein compared with unstimulated samples (Figures 5b and c),

in Figure 4f). suggesting that CD40 engagement switches on the PI3K/AKT
Altogether, these results indicate that miR-22 could play an pathway and Survivin expression in CLL.

important role in the proliferative behavior of CLL B cells by To confirm the relevance of miRNA-22 upregulation on PTEN/AKT

preventing PTEN tumor suppressor protein expression as well as pathway and CLL proliferation, we investigated whether Ki-67

the cell cycle inhibitor p27 and increasing Survivin expression. proliferation marker could be increased after miR-22 transfection on

leukemic cells. Thus, purified leukemic cells from eight CLL patients,
four indolent and four progressor patients responsive to CD40

CD40 engagement induces miR-22 expression, AKT activation, stimulation (CLL 01, 04, 09, 10, 13, 16, 20 and 22 in Table 1) were
Survivin expression and CLL proliferation stimulated with CD40L/IL4 following transfection with miR-22 and an
To investigate the molecular mechanism that could trigger the irrelevant microRNA. Results showed a significant increase in Ki-67

PI3K/AKT cascade favoring CLL proliferation, we evaluated expression following miR-22 transfection compared with the experi-
whether CD40L/IL-4 could be at the origin of this pathway mental controls (Figures 5d and e). Interestingly, transfection with
through miR-22 overexpression. Thus, we stimulated CD40L miR-22 and CD40 engagement appears to act in a synergistic way
responder patients (cases 01, 04, 09 and 10 in Table 1) with resulting in increased amounts of Ki-67 expression that contrasts with
CDA40L/IL-4 and evaluated miR-22, pAKTThr308 and Survivin protein  the absence of effect with irrelevant microRNA transfection in CD40L/
expression. Results showed that CD40L/IL-4 activation results in a IL4-stimulated CLL B cells (Figures 5d and e). In addition, the results
miR-22-specific overexpression, whereas no or low effects were showed that the inhibition of miR-22 by AmiR-22 transfection during
evidenced when miR1201 or miR15b expression were tested as CD40L/IL4 stimulation decreased proliferation in CLL B cells. This
controls (Figure 5a and Supplementary Figure S1) These studies evidence strongly supports the hypothesis that miR-22 contributes to
also showed increased levels of the pAKT ™3 and Survivin CLL proliferation (Figure 5e). Although preliminary, these results
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mRNA in PF compared with QF was evaluated by Q-PCR in six CLL cases. The miR-22 is overexpressed in the PF )and PTEN mRNA is
underexpressed (mean=2.7+ 1.2, P=0.032 and mean= — 2.5+ 0.6, P=0.021, respectively). PTEN protein expression in Q (open circle) and
P (black triangle) cells from six CLL cases (01-06 in Table 1) evaluated by flow cytometry. It is shown that low expression of PTEN protein levels
were observed in the PF when compared with their quiescent counterpart (41.3 £ 7.0 vs 52.8 * 7.2 respectively, P=0.017, Wilcoxon matched
pairs test), MFls, mean fluorescence intensities. Representative image of confocal microscopy showing PTEN expression in QF and PF from CLL 06.
Scale bar: 5 um, green: PTEN and red: DNA. (b) Characterization of the phosphorylated status of AKT. Phosphorylated AKT form in Threonine
308 (pAKT ™"™3%)"and total AKT protein expression evaluated by flow cytometry in Q (open circle) and P (black triangle) from seven CLL cases
(samples 01-07 in Table 1). Results showed a significant increase of the pAKT "% form in the PF (mean = 62.86 + 10.64) when compared with
their quiescent counterpart (mean =34.29 + 5.0; P = 0.078, Wilcoxon matched pairs test). In contrast, no significant differences were found in
both fractions when total AKT was analyzed (QF, mean =51.24+8.13 and PF, mean 53.57 +7.28; P=0.657, Wilcoxon matched pairs test).
Representative pAKT "3 histogram from CLL 02 showing MFls in the PF (black peak), QF (white peak) and isotype control (dashed peak) is
shown. (c) Characterization of the cellular localization of FOXO1. Specific fluorescence intensity in nucleus and cytoplasm was measured in the
isolated QF and PF of CLLs 01-04, 07 and 08. Between 100 and 200 cells were counted in each sample. Next, MFI for nucleus and cytoplasm
was used to obtain cytosolic/nuclear ratio. The cytosolic/nuclear mean values between QF and PF were respectively, 0.070 £ 0.036 and
0.210 £ 0.056 (P =0.0156, Wilcoxon matched paired test). This difference is depicted by confocal microscopy analysis from CLL 06, where it is
shown that FOXO1 is mainly located in the nucleus in the QF and in the cytoplasm in the PF. Scale bar: 5um, green: FOXO1 and red: DNA.
(d and e) Characterization of p27 and Survivin molecule expression levels. The p27 and Survivin proteins were evaluated by flow cytometry in
Q (open circle) and P (black triangle) from six CLL cases (samples 01-06 in Table 1). Statistical analysis of p27 demonstrated a lower expression
of this marker in the PF (mean =33.08 £ 5.4) when compared with the QF (mean =64.44 + 9.64; P=0.0313, Wilcoxon matched pairs test).
Statistical analysis of Survivin showed high expression levels of this survival marker in the PF, whereas low or no expression was found in the
QF, (mean = 1145 £ 140.7 & mean =399 *+ 35.0; P = 0.0301, respectively; Wilcoxon matched pairs test). A representative microscopic analysis of
p27 and Survivin expression in Q and P fractions is shown. Scale bar: 5 um. Green: p27 and red: DNA. Red: Survivin and cyan: DNA.

suggest that CD40 engagement could lead to CLL proliferation underlined by downregulation of p27 and high expression of
through miR-22 upregulation followed by PI3K/AKT activation and Survivin proteins. To examine this hypothesis, we studied three

Survivin overexpression. different LNs from UM and progressive CLLs by isolating Ki-67-
positive and -negative fractions. Next, we evaluated PTEN

Proliferative behavior of CLL B cells from lymph nodes is expression, PI3K/AKT activation (pAKT™™3%%) and Survivin and

associated with absence of PTEN expression, activation of PI3K/ p27 protein expression in both fractions.

AKT pathway, downregulation of p27 and high expression of The results showed 7-10% Ki-67 positive cells in the three

Survivin molecules analyzed LNs. Flow cytometry analysis confirmed that almost all of

We assumed that the proliferative behavior of this PF resulted this Ki-67 subset corresponded to the leukemic CD5%/CD19"
from downregulation of the PTEN molecule and activation of B cells (data not shown). R1 and R2 depict the Ki-67-negative and
the PI3K/AKT pathway that in turn induced cell proliferation the Ki-67-positive cells, respectively (Figure 6a). PTEN expression in
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Figure 4. MiR-22 and antagomiR-22 transfection regulates PTEN, p27 and Survivin expression levels. (a) Higher phosphorylated AKT Thr308

levels are observed in 12 progressive cases (mean =44 + 6.6 obtained from samples 01-12 from Table 1) when compared with 10 indolent CLL
cases (mean =24 t 4.8 obtained from samples 13-22; P=0.0059) after evaluation by flow cytometry. MFls, mean fluorescence intensities.
(b) Lower PTEN protein expression is observed by flow cytometry in progressive CLL cases (01-10 from Table 1) when compared with indolent
CLL cases (13-22 from Table 1). PTEN protein expression is also depicted after transfection with antagomiR-22, irrelevant miR and
untransfected (UT) cells in five progressive CLL cases (01, 03, 04, 09 and 10 from Table 1) with low PTEN expression. Statistical analysis
demonstrated a significant increase (P=0.002) in PTEN expression following treatment of CLL B-cells with antagomiR-22 (mean = 3.84 + 0.48),
whereas no differences were observed when these same cells were transfected with irrelevant miR (mean = 1.67 £ 0.33) and with UT control
(mean = 1.26 + 0.23) that did not display significant differences between them (P = 0.331). (c) Representative histogram of PTEN expression in
CLL B cells transfected with antagomir-22, irrelevant miR and untransfected cells. (d) The p27 protein expression was evaluated by confocal
microscopy in five progressive CLL cases (01, 03, 04, and 09 and 10 from Table 1) and in 5 indolent CLL cases (13-15 and 17-18 from Table 1).
Statistical analysis confirmed that transfection with antagomiR-22 in patients 01, 03, 04, 09 and 10 from Table 1 resulted in overexpression of
p27 protein compared with irrelevant and UT cells control (P=0.035, mean =93.4 £ 5.8 for antagomiR-22, mean =61.4 = 8.37 for irrelevant
miR and mean = 52.1 + 2.3 for UT cells). A typical immunoreactive pattern of p27 protein, similar to those observed for the quiescent fraction
previously described in Figures 3 and 4, was found. (e) Survivin protein expression evaluated by confocal microscopy in six progressive CLL
cases (01, 02, 04, 07, 10 and 12 from Table 1) and in five indolent CLL cases (13-15 and 17-18 from Table 1). Survivin protein expression after
transfection with miR-22, irrelevant miR and UT cells of five progressive CLL cases (CLLs 01, 02, 04, 07 and 12). Survivin expression was
upregulated at significant levels (P=0.030, mean = 15.3 + 1.2) when compared with those transfected with irrelevant miR (mean=11.3+ 1.0).
No significant differences (P=0.093) were found among irrelevant miR and UT cells. (P=ns), statistically nonsignificant data. (f) Confocal
microscopy of Survivin (red), p27 (green) and transfected cell (miR-22, antagomiR-22 and lIrrelevant miR, white) are depicted in a
representative sample obtained from the CLL patient number 04 after transfection with antagomiR-22, miR-22, irrelevant miR and
untransfected cells.

R1 exhibited a similar profile to that of the QF obtained from UM loop involving PTEN/AKT/FOXO1 pathway could be relevant in an

CLL patients, whereas low or no expression was found in fraction
R2 (Figure 6b). In the three analyzed LNs, we found that the Ki-67-
positive fraction was enriched in cells that express pAKT "%,
whereas the nonphosphorylated AKT form predominated in the
Ki-67-negative fraction (Figure 6¢). Interestingly and supporting
our initial hypothesis, we found that the R2 fraction expresses high
Survivin levels and low or absent p27 expression (Figures 6d and e,
respectively).

Despite the fact that we could not study miR-22 expression in
these samples because we were unable to obtain enough RNA, we
could demonstrate that the PF from different LNs is also
associated with low PTEN expression, PI3K/AKT activation, Survivin
expression and p27 downregulation. Altogether, these results
confirm the importance of the PI3K/AKT pathway in the
proliferative subset of CLL and suggest that a similar regulatory

© 2015 Macmillan Publishers Limited

in vivo scenario in these UM CLL patients.

DISCUSSION

PI3K signaling pathway is a key signaling molecule in the
relationship between CLL cells and the microenvironment.
It mediates the transmission of signals from membrane receptors
such as B-cell receptor, CXCR4 and CD40.%° The main negative
regulator of the PI3K/AKT pathway is PTEN,*® whereas another
important protein family involved in the AKT signaling are the
FoxO transcription factors. When PTEN is active and AKT activity
suppressed, FoxO proteins are able to enter the nucleus and
upregulate genes such as p27, promoting cell cycle arrest.'?'
Overexpression of mIR-22 has been recently proposed to regulate
the PTEN/AKT/FOX01.%'
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Figure 5. CD40 engagement induces miR-22 expression, activation of AKT pathway, Survivin expression and CLL proliferation. (a) The miR-
1201, miR-15b and miR-22 fold change expression of CD40L/IL-4-stimulated cells from four CD40 responder patients (CLLs 01, 04, 09 and 10 in
Table 1) compared with that of unstimulated ones. (b, ) The pAKT'Thr308 and Survivin protein expression evaluated by flow cytometry and
confocal microscopy respectively in the same unstimulated (US) and CDA4O0L/IL-4-stimulated, CD40 responder patients. MFIs, mean
fluorescence intensities. (d) Cell percentage expressing Ki-67 marker was evaluated by flow cytometry in CLL B cells from four indolent cases
that respond to CD40 stimulation (13, 16, 20 and 22 in Table 1). Ki-67 expression was evaluated after CD40L/IL-4 stimulation, miR-22
transfection and stimulation with CD40L/IL-4 followed by miR-22 or irrelevant miR transfection. Ct, unstimulated and untransfected cells.
(e) Ki-67 expression evaluated by flow cytometry in CLL B cells of four progressive cases. CD40 responder patients, CLLs 01, 04, 09 and 10 in
Table 1, were evaluated for Ki-67 expression as proliferative marker. Percentage of positives Ki-67 CLL B cells was evaluated after CD40L/IL-4
stimulation, miR-22 transfection and miR-22 plus CD40L/IL-4 stimulation. In addition, antagomiR-22 transfection and antagomir-22 plus
CDA40L/IL-4 stimulation were carried out as specificity controls. AntagomiR-22 = AmiR-22 (**) = statistically significant differences (P<0.05).
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Figure 6. Isolation of Ki-67-positive and -negative fractions from B-cell CLL LNs highlight activation of PTEN/AKT cascade, Survivin expression
and downregulation of p27 protein. (a) Representative dot plot of CD19 and Ki-67 protein expression in the LN of an UM CLL patient. R1 and
R2 show the gates settled for the sorting of negative and positive Ki-67 cells. (b) PTEN protein expression evaluated by confocal microscopy in
Ki-67-negative and -positive cells from a representative LN. Green: PTEN, magenta: DNA. Scale bar: 5um. (c) Flow cytometry histograms
depicting expression of pAKT ™"3% expression in Ki-67-negative (R1, gray) and Ki-67-positive (R2, black) CLL B cells. (d, e) Characterization of
the expression levels of Survivin (left panels) and p27 (right panels) by confocal microscopy in the Ki-67-negative and Ki-67-positive CLL B cells
from a representative LN. Scale bar: 5 pum.

Understanding the crosstalk between malignant B cells and their associated with a clinical poor outcome in a fraction of UM patients
milieu could give us new keys on the cellular and molecular that is characterized by an active class switch recombination
biology of CLL® Our group succeeded in identifying a small PF process and AID expression.'® The present work addresses the
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genomic and the molecular characterization of this subset,
provides novel information about the proliferative behavior of
these leukemic cells and suggests that miR-22 plays a key role in
the proliferation mediated by AKT pathway in CLL. Genomic
characterization at the mRNA and microRNA levels of the PF
showed that AKT signaling pathway is active in this leukemic
subset and that miR-22 is the most overexpressed microRNA.
As previous work suggested that miR-22 regulates the signaling
kinetics of PTEN/AKT/FOXO1 pathway®' leading to tumor
proliferation,®>** we speculated whether a similar pathway could
take place in the leukemic PF of these patients. Our results showed
that upregulation of miR-22 is associated with low PTEN expression
at the mRNA and protein levels, and the pAKT ™% form is
increased in the PF compared with the QF of the same patients.

Recent work investigated PTEN/AKT signaling in CLL*7® but
only few evidence concerning FoxO proteins expression in this
leukemia is available.3”*® As cytoplasmic localization of FoxO
proteins is a hallmark of AKT activity,”” we proceeded to evaluate
the FOXO1 protein localization in the PF and QF. As reported in
other tumoral cells,?>*° our results clearly showed that FOXO1
protein was mostly translocated to the cytoplasmic compartment
in the PF of UM patients. These results are in agreement with
previous evidences linking miR-22 overexpression, inhibition of
PTEN, PI3K/AKT pathway activation and cancer proliferation.*
FoxO proteins are also associated with cell cycle arrest by
downregulating the p27 protein.>?%3%4! As mRNA array analysis
displayed low and high expression of p27 and Survivin
respectively (Figure 3), and as it has been described that p27 is
overexpressed in the QF of CLL,'®"" we evaluated the differential
expression pattern of these proteins as well as whether this
expression was related with PTEN/AKT/FOXO1 pathway activation.
Results showed that in the PF, p27 protein is downregulated and
Survivin  molecule overexpressed (Figure 5). Assuming that
microenvironment interactions trigger Survivin expression® and
also downregulate p27 molecule,** our results suggest that
regulation of these two key molecules might be dependent on
an activated PTEN/AKT/FOXO1 pathway and play an important
role in the leukemic proliferation. Results from transfection
experiments with miR-22 and its specific antagomiR favor the
view that miR-22 expression could play a role in PI3K/AKT
activation through PTEN downregulation and suggest that this
pathway is responsible for Survivin overexpression and p27
downregulation. In this line, previous results from Shehata
et al>* and Martins et al.*® suggest that reconstitution of PTEN
activity in CLL is able to counteract the anti-apoptotic and
proliferative behavior of AKT signaling.

The proliferating centers from LN and BM support leukemic cell
accumulation and favor tumor-growing conditions.? In this sense,
our results suggest that, at least in part, CD40 engagement could
be responsible for miR-22 overexpression, activation of PTEN/AKT/
Survivin pathway and CLL B-cell proliferation. Supporting these
remarks, some reports suggest that CD40L is responsible for the
AKT activation signaling,*** whereas others have demonstrated
that PI3K regulates Survivin through AKT activation.*®™®
Altogether, these data confirm previous results® showing that
the proliferative behavior of some CLL B cells triggered by CD40
engagement is associated with Survivin and Ki-67 expression, but
in addition propose that this proliferative potential is dependent
on miR-22 overexpression and an activated PI3K/AKT pathway.
Finally, the relevance of these data is supported by the in vivo
results obtained from the LNs of three different UM and
progressive CLL cases.

A recent study comparing gene expression profiling of PB to
that of LN and BM tumoral cells identified LN as a key site for
proliferation.*® CLL cells in the LN showed upregulation of gene
signatures (E2F, c-MYC and Ki-67 overexpression) indicating B-cell
receptor and nuclear factor-kB activation. The proliferative subset
(IgG ™, Ki-67 7, AID ") described by our group displays very similar

© 2015 Macmillan Publishers Limited
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Figure 7. Hypothetical model proposed to explain the proliferative
behavior of CLL subsets in UM progressive patients. (1, 2) The miR-
22 expression is induced after CD40 engagement following
interaction of B-cell CLL with the tumoral microenvironment of
secondary lymphoid organs. (3) The miR-22 downregulates PTEN
and the PI3K phosphorylates and converts PIP2 to PIP3 that recruits
and activates PDK1. (4) PDK1 phosphorylates and activates the
threonine protein kinase AKT (pAKT T""%) that inhibits the activities
of the transcription factor FOXO1. (5) Inactivation of FOXO1 leads
to downregulation of proteins involved in cell-cycle arrest like p27.
(6) Activation of PI3K/AKT cascade triggers Survivin expression that
contributes to cell progression and proliferation. AKT could also
activate the NF-xB cascade that in turn might induce AID expression
in the proliferative subset of these UM progressive CLL patients.

markers to those found by Herishanu et al*® in LN from CLL
patients, and unpublished results from our laboratory suggest that
this tumoral subset could recently egress toward the PB from a
proliferating center in LN or BM. A model aiming to explain the
proliferative behavior origin of this PF from progressive UM CLL
patients is depicted in Figure 7. In this model, microenvironment
signaling triggered by T-dependent signals as CD40L + IL4 could
be at the origin of miR-22 overexpression. However, our results
cannot exclude the existence of other upstream regulators of this
microRNA. In this model, we propose that miR-22 overexpression
downregulates PTEN, allowing that PI3K phosphorylates and
converts PIP2 to PIP3 that in turn recruits and activates PDK1.
Activation of PDK1 phosphorylates and activates the threonine
protein kinase AKT (pAKT-Thr308) that inhibits the activities of the
transcription factor FOXO1. This inactivation of FOXO1 leads to
downregulation of proteins involved in cell-cycle arrest like p27.
Furthermore, activation of PI3K/AKT cascade triggers Survivin
expression that contributes to cell progression and proliferation.
These data are in agreement with recent reports supporting the
idea that Survivin acts as a proliferative marker in different
hematopoietic cells.>°>? Finally, it is also described that AKT
activates the NF-kB cascade that in turn might induce AID
expression in this proliferative subset.

Recently, three works by Bar et al.,*' Liu et al.>? and Poliseno
et al.*® (reviewed in Xiong“’) have demonstrated that PTEN was a
bone fide target of miR-22 and that overexpression of this cascade
could lead to cell proliferation via PI3K/AKT pathway. The fact that
this microRNA is only expressed in this small PF could explain
why its overexpression was not previously reported in CLL**3
Previous work suggests that optimal B-cell proliferation requires
PI3K/AKT pathway activation (reviewed in Rodon et al’*).
However, activation of the PTEN/AKT/FOXO1 cascade by
overexpression of miR-22 triggered by CD40 engagement, which
in turn regulates p27 and Survivin molecules in CLL, constitutes a
novel and original contribution of this work.

Taken together, our data sustain the model of CLL B-cell
growth/proliferation and provide conclusive evidence on the role
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of microenvironment interactions in the induction of the
proliferative pool in CLL. They also underline the physiological
importance of maintaining a stringent regulation of the PI3K/AKT
pathway and suggest that Survivin overexpression and p27
downregulation are two faces of the same coin that could play
a key role in CLL proliferation. Finally, we propose a new
proliferative mechanism involving the regulatory loop miR-22/
PTEN/AKT/FOXO1 pathway that could be relevant in the main-
tenance of the CLL proliferative subset in progressive and UM CLL
patients.
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Activation induced deaminase (AID) initiates somatic hypermutation and class switch
recombination of the Ig genes in antigen-activated B cells, underpinning antibody affin-
ity maturation and isotype switching. AID can also be pathogenic by contributing to
autoimmune diseases and oncogenic mutations. Moreover, AID can exert noncanonical
functions when aberrantly expressed in epithelial cells. The lack of specific inhibitors pre-
vents therapeutic applications to modulate AID functions. Here, we have exploited our
previous finding that the HSP90 molecular chaperoning pathway stabilizes AID in B cells,
to test whether HSP90 inhibitors could target AID in vivo. We demonstrate that chronic
administration of HSP90 inhibitors decreases AID protein levels and isotype switching
in immunized mice. HSP90 inhibitors also reduce disease severity in a mouse model of
acute B-cell lymphoblastic leukemia in which AID accelerates disease progression. We
further show that human AID protein levels are sensitive to HSP90 inhibition in normal
and leukemic B cells, and that HSP90 inhibition prevents AID-dependent epithelial to
mesenchymal transition in a human breast cancer cell line in vitro. Thus, we provide
proof-of-concept that HSP90 inhibitors indirectly target AID in vivo and that endogenous
human AID is widely sensitive to them, which could have therapeutic applications.

Keywords: Activation induced deaminase (AID). Antibody response. Class switch recombina-
tion. HSP90 inhibitors. Leukemia

Additional supporting information may be found in the online version of this article at the
publisher’s web-site

Introduction

The humoral immune response generates high affinity antibod-
ies to neutralize invading antigens, as well as different classes of

Dr. Javier M Di Noia
e-mail: javier.di.noia@ircm.qc.ca
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antibodies (IgM, IgG, IgA, IgE) that impart specialized biological
functions. Both these characteristics of the antibodies require the
enzyme Activation Induced Deaminase (AID) [1]. AID underpins
antibody affinity maturation by introducing point mutations over
the V region of the Ig genes in antigen-activated B cells, via the
mechanism of somatic hypermutation (SHM) [2]. B cells harbor-
ing mutations resulting in higher affinity antibodies are selected
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during the germinal center reaction [3]. AID also initiates the
DNA breaks that trigger class switch recombination (CSR), a rear-
rangement that replaces the Igh exons encoding for IgM for those
encoding another isotype [1, 4].

Affinity maturation and isotype switching play important roles
in autoimmune diseases and AID can thereby contribute to patho-
genesis. AID levels correlate with pathogenic autoantibodies in
mouse autoimmune arthritis [5] and MRLP”P* mice, a model
of systemic lupus erythematosus (SLE) in which AID function
contributes to nephritis [6-8]. Human patients with rheumatoid
arthritis and SLE also show higher levels of AID and this is asso-
ciated to a worst disease [9, 10]. In this context, AID inhibition
could be therapeutic but no specific inhibitor is available.

AID has oncogenic side effects that are intrinsically associated
with the mechanisms of SHM and CSR. AID overexpression is
oncogenic [11, 12] but normal levels of AID can also mutate
and induce chromosomal translocations affecting oncogenes and
tumor suppressors [13, 14]. AID is most likely etiological in the
GC-derived B-cell neoplasms diffuse large B-cell lymphoma and
Burkitt’s lymphoma (BL) [14, 15]. AID is also expressed in non GC-
derived hematological malignancies such as chronic myelogenous
leukemia (CML) [16], B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-
ALL) [17, 18] and, chronic lymphocytic leukemia (CLL) [19-21].
In these leukemia, AID favors disease progression and correlates
with poorer outcome [16, 17, 22-24]. Hence, also in this context,
AID inhibition could have therapeutic value [25].

Some human epithelial cancers express AID [26], albeit it only
seems to produce substantial numbers of mutations in neoplasms
of B-cell origin [27]. Nevertheless, AID could still contribute to
the progression of certain epithelial cancers through noncanon-
ical functions such as DNA demethylation and transcriptional
regulation [28]. Indeed, low levels of AID expression can influ-
ence epigenetic reprograming of pluripotent cells and alter the
gene expression profile in human fibroblasts [28, 29]. We have
shown that AID is necessary for the cytokine-induced epithelial to
mesenchymal transition (EMT) in mammary epithelial cell lines:
ZR75.1 breast cancer cells depleted of AID fail to upregulate genes
required for the EMT and lose metastatic characteristics i.e.: the
ability to invade and migrate under EMT-inducing conditions [30].
While the mechanism/s of these noncanonical functions of AID are
unknown and their biological relevance is controversial, these evi-
dences indicate that AID has at least the capacity to influence gene
expression in certain settings [28]. Thus, inhibiting AID expressed
in epithelial malignancies could also have therapeutic value.

Multiple mechanisms regulate AID to permit optimal anti-
body diversification while minimizing pathological side-effects
[31, 32]. Controlling AID protein stability is an important reg-
ulatory instance [31]. We have shown that AID interacts with
HSP90 and that treating human and mouse B-cell lines with HSP90
inhibitors leads to ubiquitin-dependent proteasomal degradation
of endogenous and transfected AID in the cytoplasm [33]. Since
90% of AID is cytoplasmic [34], inhibiting the HSP90 molecular
chaperoning pathway causes a dose-responsive decrease in the
cellular AID levels through protein destabilization, and reduces
SHM and CSR in vitro [33, 35]. HSP9O0 inhibitors show promising

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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clinical activity against various cancers [36, 37] and have gone
through security, toxicity and bioavailability tests in animals and
humans; providing a practical possibility for targeting AID in vivo.
It is also important to determine whether they affect AID and the
antibody response to better evaluate the outcome of those clini-
cal trials. Here, we provide evidence that AID protein levels and
activity can be reduced in vivo by the HSP90 inhibitor 17-DMAG,
currently in clinical trials [38-41]. We additionally show that AID
levels in normal and cancerous human B cells, as well as the
noncanonical functions of AID in epithelial cells, are sensitive to
HSP90 inhibition.

Results

The HSP90 inhibitor 17-DMAG reduces AID levels
in vivo

AID is not constitutively expressed in B cells but induced in the GC
[42]. Naive B cells display a wide repertoire of random antibody
specificities and only a few respond to any given antigen [3]. Thus,
only ~2-4% of the splenic B cells express AID after immunization,
which is not sufficient for analyzing AID protein levels by western
blot. To circumvent this limitation, we used the reporter mouse
model AID-GFPtg, which carries a bacterial artificial chromosome
including the whole mouse Aicda locus with GFP knocked-in as an
in-frame C-terminal fusion [42]. AID-GFPtg mice have been exten-
sively characterized: AID-GFP displays identical gene expression
regulation and tissue specificity than endogenous AID and com-
plements AID-deficiency [42, 43]. This mouse line allows directly
monitoring AID-GFP in primary B cells by flow cytometry, with
the MFI of GFP being proportional to the protein levels. We have
shown that human AID and AID-GFP are similarly sensitive to the
HSP90 inhibitors geldanamycine and its derivative 17-AAG, while
GFP itself is insensitive [33]. In AID-GFPtg mice, the mouse AID-
GFP protein, which is 2.5-fold more abundant than endogenous
AID, was sensitive to 17-AAG (Fig. 1A), without affecting Aicda
mRNA levels (Supporting Information Fig. 1A). For in vivo work,
we used the 17-AAG analog 17-DMAG, of identical mechanism of
action [36], because it is water soluble, shows low toxicity, and
has better bioavailability than 17-AAG when administered orally,
with widespread tissue distribution [38].

We immunized AID-GFPtg mice with 4-Hydroxy-3-
nitrophenylacetyl-Chicken Gamma Globulin (NP-CGG) and
three days later administered 50 mg/kg of 17-DMAG by gavage
twice a day, for two days. Analysis of splenic cells showed
that AID-GFP levels were reduced by ~40% in the 17-DMAG-
compared to the vehicle-treated mice, as judged by the MFI of
GFP™ B cells (Fig. 1B and supporting information Fig. 1B). This
17-DMAG dose and regime slightly reduced the proportion of
B cells found in the spleen (Fig. 1C) but indicated that it was
possible to consistently decrease AID levels in vivo through HSP90
inhibition. We repeated the experiment using 20 mg/kg 17-DMAG
administered only once, daily. While two days treatment did
not significantly reduce AID-GFP levels (data not shown), by
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Figure 1. HSP90 inhibition reduces AID levels in ger-
minal center B cells. A. Left, Western blot probed with
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from AID-GFPtg mice were stimulated with LPS + IL-4
and 48 h later (t0) treated with DMSO (Ctrl) or 2 pM
(blue) or 8 uM (red) 17-AAG. The level of AID-GFP was
determined by flow cytometry at various time points
and plotted normalized to t0=100%. Means + SEM of
two mice each from a single experiment are plotted. B.
AID-GFPtg mice were treated with 50 mg/kg 17-DMAG
or water twice a day for 2 days starting at day 3 pos-
timmunization with 100 pg of NP-CGG and splenocytes
analyzed at day 5 postimmunization. Left: One repre-
sentative flow cytometry dot plot is shown. Middle, over-
lapping histograms of GFP MFI of B220" GFP™ cells. Right,
MFI values normalized to the average MFI of control
mice set as 100% for four mice from two independent
experiments. Each dot represents one mouse, bars show
means. C. The proportion of B and T cells in the spleen
of the four mice from (B) was determined by flow cytom-
etry. Each dot represents one mouse, bars show means.
D. Splenic cells from AID-GFPtg mice that were immu-
nized with 25 pg NP-CGG and 72 h later treated with
20 mg/kg 17-DMAG or water vehicle, once daily. AID-
GFP levels were determined by flow cytometry at day 11
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day 11, this regime reduced the MFI of AID-GFP in immunized
mice by 22% (Fig. 1D) without affecting the levels of B220, IgH,
or IgL in the same cells (Supporting information Fig. 1C), nor
the proportion of splenic B or T cells compared to control mice
(Fig. 1E). We also saw a consistent decrease in AID-GFP levels in
B cells from chronic GC in the Peyer’s patches of the three mice
we analyzed for that purpose at day 11 of this regime (Fig. 1F),
indicating that 17-DMAG is distributed to other lymphoid tissues
as well. This regime showed no signs of toxicity when continued
for up to 20 days (data not shown). We conclude that daily oral
doses of 17-DMAG at 20 mg/kg can reduce the level of AID
protein in mice, without affecting the proportion of splenic B and
T cells and is suitable for prolonged treatments.

HSP90 inhibition in vivo reduces AID physiological
function

We asked whether the decrease in AID levels caused by HSP90
inhibition in vivo would be sufficient to reduce its biological activ-

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Control 17-DMAG

postimmunization as in (B). Left: One representative his-
togram out of two independent experiments is shown.
Right: MFI values normalized to the average MFI of con-
trol mice set as 100% for four mice from two indepen-
dent experiments. Each dot represents one mouse, bars
show means. E. The proportion of B and T cells in the
[} spleen of the four mice from (D) was determined by
flow cytometry. Each dot represents one mouse, bars
show means. F. Flow cytometry analysis of AID-GFP lev-
els in Peyer’s patches B cells from three mice from (D).
(B-F) Statistically significant differences are indicated
by p-values from unpaired two-tailed Student’s t-test
(2=0.05).

ity. To determine the efficiency of isotype switching in vivo, we
measured the levels of NP-specific IgG1 production by ELISA in
the primary response at day 8 postimmunization [44] of the
AID-GFPtg mice that had been immunized with NP-CGG and
treated daily with 20 mg/kg 17-DMAG or vehicle from day 3
postimmunization (Fig. 2A, same mice as in Fig. 1D-F). AID-
GFPtg mice treated with 17-DMAG showed significantly lower
titers of anti-NP-specific IgG1 (Fig. 2B), without affecting the lev-
els of total serum IgG (data not shown). The reduction in anti-NP
IgG1 in these mice coincided with decreased AID-GFP levels while
B- and T-cell populations were unaffected (Fig. 1D and E). The
effect of 17-DMAG was not restricted to AID-GFPtg mice; treating
immunized C57BL6/J mice led to a similar decrease in total anti-
NP-specific IgG1 titers (Fig. 2C and D). In contrast, anti-NP IgM
titers were not significantly different, serving as control of simi-
lar immunization levels in all mice and showing that 17-DMAG
did not cause a general depression in the antibody response;
i.e. antigen-specific IgM was unaffected and even showed an
upwards trend (Fig. 2D), as it would be expected from inhibiting
CSR. B- and T-cell populations in C57BL6/J were unaffected by
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Figure 2. HSP90 inhibitors reduce isotype switching in vivo. A. Scheme of the experiments. B. AID-GFPtg mice were immunized with 25 pg NP-CGG
and treated with 17-DMAG or water as in (A), and total anti-NP-specific IgG1 in the serum was measured by ELISA at day 8 using NP,5-BSA for
capture. The mean =+ SD of the OD values for four mice per group compiled from two experiments are plotted at various dilutions. C. C57BL/6 mice
were immunized, treated, and analyzed as in (A,B) and total anti-NP-specific IgG1 was measured by ELISA at day 8. The mean =+ SD of the OD values
for 4-6 mice per group compiled from 2 experiments are plotted at various dilutions. D. Titers of total anti-NP IgG1 and anti-NP IgM in arbitrary
units (AU) were calculated as the dilution factor for ODs for the mice from (C) mice from ELISA curves performed as in (C). Each dot represents
a mouse from 4-6 mice per group compiled from 2 experiments, bars show means. Statistically significant differences are indicated by p-values
from unpaired two-tailed Student’s t-test (#=0.05). E. The proportion of B and T cells in the spleen of the mice from (C) was determined by flow
cytometry. Each dot represents one mouse out of 4-5 mice from two independent experiments, bars show means. F. High affinity anti-NP-specific
IgG1 was measured in the serum of the mice from (C) by ELISA using NP;-BSA for capture. The mean + SD of the OD values for 4-6 mice per group
compiled from 2 experiments are plotted at various dilutions. (B, C, F) Control and 17-DMAG curves were significantly different by Wilcoxon test
(p<0.05). Individual dilutions were compared by t-test corrected for multiple comparisons by the Holm-Sidak method. Asterisks denote significant

differences (p<0.05).

20 mg/kg 17-DMAG at day 11 postimmunization (Fig. 2E). The
level of high-affinity anti-NP IgG1 was also reduced (Fig. 2F). We
did not detect a significant effect on their affinity using the NaSCN
ELISA method (data not shown), which is not surprising since the
antibody response against NP is clonally restricted and high affin-
ity can be achieved through a single point mutation [44, 45]. We
conclude that oral administration of 17-DMAG is sufficient to sig-
nificantly reduce CSR in vivo, at least in part by reducing AID
protein levels.

Targeting of AID in a leukemia model by HSP90
inhibition

To ask whether HSP90 inhibition would also affect AID in leukemic
cells, we used a B-ALL model in which BM cells from donor mice
are transformed in vitro by the oncogenic kinase BCR-ABL1 and
transplanted into recipient mice, which develop leukemia within
4-6 weeks. AID is an important disease progression factor in this
model [17]. We cultured BM cells from either WT or Aicda™~

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

mice with IL-7 and FIt3L to promote differentiation to the B-cell
lineage and infected them with a retroviral vector encoding BCR-
ABL1P?10 and GFP as marker (Fig. 3A). The presence of BCR-ABL1
induced the expression of AID in WT BM cells to ~10% of the
mRNA levels present in cytokine-activated splenic B cells (Fig. 3B).
We transplanted the transformed cells into lymphocyte-deficient
NOD.RaglKO.IL2RycKO (NRG) mice and followed up the devel-
opment of clinical signs. Mice were sacrificed when paralyzed or
moribund and analyzed. Leukemia derived from Aicda~'~ BM cells
was significantly less aggressive than leukemia derived from WT
BM cells (Fig. 3C), indicating that the relatively low AID expression
detected in WT cells was sufficient to cause a more aggressive dis-
ease in this model. Leukemic cells were of B-cell lineage, as shown
by B220 expression, and were found in multiple organs including
blood, BM, spleen, and brain (Fig. 3D and Supporting Information
Fig. 2). Importantly, leukemic cells derived from WT BM contin-
ued to express low levels of AID at the time of euthanasia (Fig. 3E).
Treatment with 17-DMAG for 20 days significantly increased the
survival of mice with AID* leukemia (Fig. 3C). We expected that
17-DMAG would also improve survival of mice bearing Aicda™~
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Figure 3. HSP90 inhibition delays AID+ B-ALL in mice. A, B. BM cells
from C57BL6/] mice were cultured with IL-7 and FtI3L and infected with
a retrovirus encoding BCR-ABL1-ires-GFP. A. Cells were stained with
anti-B220 and analyzed by flow cytometry for GFP expression at days
1 and 10 postinfection. One representative plot out of three indepen-
dent experiments is shown. B. Aicda expression levels were determined
by gRT-PCR and normalized to Hprt expression within each sample.
Results are shown relative to Aicda expression in mouse splenic B cells
activated for 24 h with LPS and IL-4. Means + SEM of 2 samples per
time point from two independent experiments are shown. C. Overall
survival of NRG mice transplanted with C57BL6/J (WT) or Aicda”" BM
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leukemia because HSP9O is required for cell growth [37] and we
indeed observed such a trend (Fig. 3C). However, the difference
with the untreated mice did not reach statistical significance sug-
gesting that the effect of 17-DMAG on Aicda™~ leukemia was
relatively less robust than on the WT leukemia. Moreover, upon
necropsy, we noticed that NRG mice transplanted with Aicda™~
leukemia developed visible masses, typically one at the MLN or
close to the spine or two symmetrical masses in the legs, which
were not found in mice with WT leukemia in these experiments
(Fig. 3F). Flow cytometry showed that these masses were just a
local accumulation of leukemic GFP™ cells (Fig. 3F). We posit that
since Aicda™~ leukemia is less aggressive, it simply allowed time
for the formation of the masses we observed. Interestingly, treat-
ing the NRG mice bearing WT leukemia with 17-DMAG led to the
appearance of similar masses (Fig. 3F). We conclude that AID™
leukemia are at least equally sensitive to HSP90 inhibitor and that
the destabilizing effect of 17-DMAG on AID could also produce
qualitative changes, in this case, visible as masses that seem to
correlate with a relatively more benign disease.

Human AID is sensitive to HSP90 inhibition in normal
and cancerous B cells

To complement our preclinical analysis of AID destabilization by
HSP90 inhibition, we tested the sensitivity of AID to HSP90 inhibi-
tion in normal and cancerous human B cells. We analyzed B cells
freshly isolated from tonsils or PBMCs from six healthy donors,
which were activated with CD40L and IL-4 to induce AID expres-
sion. AID protein levels were reduced by 30-80% by the treat-
ment with 17-AAG (Fig. 4A). To analyze the sensitivity of AID
to HSP90 inhibition in human malignancies, we first analyzed
three BL B-cell lines that constitutively express AID. AID protein
was reduced by ~30-50% by 17-AAG in these BL lines when ana-
lyzed by either western blot or intracellular staining and flow
cytometry (Fig. 4B). We then tested freshly isolated leukemic
cells from three CLL patients, which expressed AID upon acti-
vation with IL-4 and CD40L. In each case, intracellular staining

P
<«

cells 24 h after being infected with BCR-ABL1-ires-GFP retroviruses as
in (A). Mice from each group were treated with either water (Ctrl) or 17-
DMAG. Curves were compared by the Mantel-Cox long rank test: WT
Ctrl versus WT 17-DMAG (p=0.0055); WT Ctrl vs Aicda’" Ctrl (p=0.0035);
Aicda”" Ctrl vs Aicda”" 17-DMAG (p=0.1875). The graph compiles n mice
from three independent experiments. D. Flow cytometry plots show-
ing the proportion of B220* GFP* (i.e. BCR-ABL1") cells in different
organs from one representative transplanted NRG mouse. Results for
all mice are shown in Supporting Information Fig. 2. E. One represen-
tative agarose gel out of two independent experiments to detect Aicda
mRNA by RT-PCR, with (+) or without (-) reverse transcriptase, in Aicda”"
or WT leukemia extracted from randomly chosen NRG mice from (C).
The arrow indicates the expected size of the PCR product. F. All NRG
mice transplanted with BCR-ABL1-transformed BM were analyzed by
necropsy. Left: One representative photograph of a mass in a mouse
with Aicda”" leukemia out of 18 mice analyzed. The inset shows the
flow cytometry analysis of the cells in the tumor. Right: The bars graph
shows the proportion of mice treated with vehicle (C) or 17-AAG (17)
showing masses of GFP* cells at necropsy compiled from the two exper-
iments with 9-13 mice per group.
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Figure 4. Human AID is sensitive to HSP90 inhibition in normal and transformed B cells. A. Human B cells were purified from blood or tonsils,
activated with IL-4 and sCD40L and 3 days later (t0) treated with 2 uM 17-AAG (+) or DMSO (-) for 24 h and analyzed by western blot using anti-AID
and B-actin as loading control. The experiment was performed with six different donors; one representative blot of each is shown. Right, AID to
actin ratio in treated cells is plotted as % of the same ratio in the corresponding untreated sample, as determined by densitometry. B. BL cell lines
EL1BL, Daudi and Ramos that constitutively express endogenous AID were treated with 8 uM 17-AAG for 24 h and AID levels analyzed by Western
blot, as in (A) including densitometry of each sample (Left) or by intracellular staining and flow cytometry, with the reduction (%) in AID levels after
treatment with 17-AAG indicated for each sample (Right). One representative out of two independent experiments is shown for each technique.
C. AID levels were analyzed by intracellular staining and flow cytometry in PBMCs from three CLL patients activated with IL-4 and sCD40L and 3

days later treated with 8 WM 17-AAG or DMSO for 24 h. The reduction
One representative plot from each patient is shown.

and flow cytometry showed that 17-AAG decreased AID protein
levels, albeit to a lesser extent than in the BL lines (Fig. 4C).
We have previously demonstrated that HSP90 inhibitors desta-
bilized endogenous and overexpressed human AID protein [33].
However, in CLL cells, HSP90 inhibition reduces NF-kB-mediated
transcription [40], which induces AICDA [46]. We therefore asked
whether HSP90 inhibitors might also affect AICDA transcription.
We found that 17-AAG decreased AID mRNA levels in two CLL
samples but not in CLL#2 and it actually increased them in the
BL cells (Supporting Information Fig. 3A). Treatment with 17-
AAG did not significantly change Aicda mRNA levels in mouse
B cells after 48 h, despite clearly decreasing CSR and AID pro-
tein levels (Supporting Information Fig. 3B and C). We conclude
that AID in human B cells is broadly sensitive to HSP90 inhibi-
tion through protein destabilization; although in some CLL cases
there could also be a contribution from gene repression or mRNA
destabilization.

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(%) in AID levels after treatment with 17-AAG indicated for each sample.

HSP90 inhibition prevents AID-dependent EMT
in a human breast cancer cell line

To assay the effect of HSP90 inhibition on an AID noncanoni-
cal function (i.e. transcriptional regulation), we used the human
breast cancer cell line ZR75.1, in which we have previously shown
that cytokine-induced EMT is dependent on AID expression [30].
ZR75.1 cells express very low but detectable levels of AID mRNA,
which increase ~7-fold after treatment with TNF-a [30]. We elim-
inated inducible AID expression through a specific sShRNA (AIDkd)
(Fig. 5A), which completely abolishes the EMT in these cells [30].
Here, we show that treating AID-proficient ZR75.1 cells with
17-AAG had the same effect than AID ablation. Treatment with
17-AAG decreased the basal transcription levels of mesenchy-
mal factors Vimentin (VIM) and N-cadherin (CDH2), and key
EMT transcription factors Slug (SNAI2), ZEB1 and ZEB2 (Fig. 5B)
without affecting the expression of E-cadherin (CDH1) and Snail
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Figure 5. HSP90 inhibition prevents AID-dependent epithelial to mesenchymal transition. A. AICDA mRNA levels were measured by gRT-PCR in
ZR75.1 cells expressing shRNA control (shScr) or shRNA against AID (AIDkd). TNF-a (50ng/ml) was used to induce AICDA. Bars show mean + SD out
of 3-4 samples for each condition from > 3 independent experiments. B. Relative mRNA levels of various genes measured by qRT-PCR in ZR75.1
cells untreated or treated with 1 uM 17-AAG for 72 h. Expression of mesenchymal markers VIM and CDH2, and transcription factors SNAI2 (Slug),
ZEB1, and ZEB2 (*: p<0.0005 VIM, CDH2, and ZEB2; p<0.005 SNAI2 and ZEB1) and, CDH1 (E-cadherin) and SNAI1 (Snail) were measured. Results are
expressed as fold change relative to the levels seen in cells treated with DMSO. Bars show mean + SD out of 3-5 samples for each gene from > 3
independent experiments. Expression was normalized to GAPDH and HPRT1. C. Relative mRNA levels of EMT markers and transcription factors in
ZR75.1 AIDkd cells, untreated or treated with 1 uM 17-AAG for 72 h were measured and plotted as in (B). Bars show mean + SD out of 3-5 samples
for each gene from >3 independent experiments. Expression was normalized to GAPDH and HPRT1. D. Bright field images (20X) of ZR75.1 cells
treated with vehicle (DMSO) or 1 uM 17-AAG and/or TNF-a and TGF- to induce the EMT (indicated as EMT). Treatment with 17-AAG decreases cell
scattering at baseline and in EMT-inducing conditions, similarly to the effect we previously reported for AID knockdown in both conditions [30].
One representative image out of three independent experiments performed is shown. E. Expression of Vimentin assessed by western blot in whole
cell extracts of ZR75.1 cells, treated with DMSO, EMT inducers (TNF-a and TGF-8) and/or 17-AAG as indicated, or MDA-MB-231 breast cancer cells
(as a positive control). f-actin was used as loading control. One representative blot out of three independent experiments performed is shown. F.
VIM, CDH2, CDH1, and SNAI1 mRNA levels measured by qRT-PCR in vehicle-treated ZR75.1 cells (DMSO) or EMT induced in the presence or absence
of either shRNA targeting AID (AIDkd) or the HSP90 inhibitor 17-AAG. Bars show mean + SD out of 3-5 samples per gene from > 3 independent
experiments. Expression was normalized to GAPDH and HPRT1. A-C, F. Differences in gene expression were compared by paired two-tailed t-test
(assuming unequal variance, a = 0.05).

(SNAI1) (Fig. 5B), which are not reduced by AID knockdown [30].
Furthermore, treating AID-deficient ZR75.1 cells with 17-AAG did
not change the expression of EMT factors (Fig. 5C), indicating that
an important part of the effect of 17-AGG was by targeting AID.
Since AID knockdown blocks the EMT [30], we asked whether
17-AAG would do the same. We induced the EMT in ZR75.1 cells
with TNFa and TGFp and at the same time inhibited HSP90. Con-
sistent with the results shown above, 17-AAG treatment abol-
ished the EMT similarly to AID knockdown, as shown by cell
morphology as well as by its ability to prevent the upregula-
tion of the mesenchymal markers Vimentin (VIM) and N-cadherin
(CDH2) (Fig. 5D-F). Once again, in EMT-inducing conditions, 17-
AAG did not affect the expression of genes that are not affected

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

by AID knockdown (Fig. 5F). These results strongly suggest that
HSP90 inhibition targets AID in human epithelial cells and can
prevent its noncanonical functions.

Discussion

We have previously demonstrated that AID stability depends on
the HSP90 molecular chaperoning pathway in vitro [33, 35].
Herein we determined the feasibility of using HSP90 inhibitors
to destabilize AID in vivo in mice. This strategy could provide a
useful alternative to pharmacologically target AID, until clinically
apt specific inhibitors can be developed. Since HSP90 inhibitors
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are being actively pursued [36, 37], our results also establish AID
as a relevant target to consider in (pre)clinical trials.
Administering the HSP90 inhibitor 17-DMAG to AID-GFPtg
mice at doses similar to those tested in human patients [39, 41]
reduced the expression of AID protein in GC B cells from the spleen
and Peyer’s patches. At 20 mg/kg, 17-DMAG was tolerated for up
to 20 days without affecting splenic lymphocyte populations or
the expression of B220 and surface IgM, indicating that no major
immunosuppression through B-cell or T-cell depletion occurs. Fur-
thermore, the decrease in AID-GFP protein was accompanied by a
significant reduction in isotype switching of the antibody response
elicited after immunization. The small number of B cells that nor-
mally express AID in immunized mice is insufficient to test the
effect of HSP90 inhibitors on endogenous AID by western blot.
However, 17-DMAG reduced the titers of total and high-affinity
antigen-specific antibodies in C57BL6/J mice to a similar extent
than in AID-GFPtg mice. Our results demonstrate that HSP90 inhi-
bition can be used to blunt the production of switched antibodies
in vivo, and that a substantial part of that effect is through destabi-
lizing AID. This demonstration that AID is a target of HSP90 inhibi-
tion should be considered when anticipating possible side effects
and interactions of HSP90 inhibitors in the clinic; although we
posit that it would rather be one of their benefits. AID destabiliza-
tion could also have therapeutic applications for autoimmune dis-
eases. In fact, HSP9O0 inhibitors reduced the levels of anti-dsDNA
antibodies and proteinuria, a consequence of antibody deposition
in the kidneys in the MRLP!P" mouse model of SLE [47]. Our
results strongly suggest that part of the mechanism behind this
action is AID destabilization. Indeed, the effect of HSP90 inhibitors
on MRLP"'’' mice [47] mimics the effect of genetically ablating
AID [6] or reducing AID dosage by using Aicda*’~ mice in the
MRLP”!r background [8]. Since complete AID deficiency is also
associated to autoimmune manifestations because of defects in
tolerance [48], a partial reduction of AID levels could balance the
benefits of reducing AID without causing additional pathologies.
We analyzed AID in cancer cells in mice as well as in human
samples. Cancer cells rely on HSP9O0 to stabilize mutated and over-
expressed oncoproteins [49], can overexpress HSP90 [37] and
may express a form of HSP90 more sensitive to inhibition [50].
For these reasons, HSP90 inhibitors constitute a promising therapy
for multiple cancers [36, 37]. Continued AID expression in lym-
phoma and leukemia can contribute to disease progression and
hence be a relevant target of HSP90 inhibitors [25]. Indeed, AID
expression correlates with poor outcome in CLL [19, 22-24], B-
ALL [17], and CML [16]. Here, we show that 17-DMAG increases
survival in a B-ALL mouse model in which AID clearly confers
increased aggressiveness. Aicda™~ leukemia was also susceptible
to the inhibitors, which was not unexpected because they would
destabilize multiple HSP9O0 clients that are important for cell pro-
liferation [49, 51]. However, we expected that AID" leukemia
might be more affected than Aicda™~ leukemia. Although this was
the case in our experiment, the difference between the groups was
modest. In hindsight, the kinetics of this B-ALL model are prob-
ably too fast to reveal large differential effects. Chronic models,
probably in combination with a selectable marker of AID action,
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such as imatinib resistance [16], would need to be developed to
further test our proposed strategy. We verified Aicda induction in
BM cells due to enforced expression of BCR-ABL1, but AID levels
were too low to be detected by western blot in the leukemic cells.
Nevertheless, an effect on AID could be indirectly inferred from
the development of masses that were found in mice bearing either
Aicda™~ leukemia or WT leukemia treated with 17-DMAG, but
not in untreated mice with WT leukemia. Of course, this result is
not conclusive but it does suggest that 17-DMAG can change the
quality of the leukemia, making it more benign, in a similar way
to AID-deficiency.

To extend our analysis to human AID, we analyzed primary and
tissue culture cells representing the spectrum of AID expression
in humans. Despite inter-individual variation, we show that AID
protein levels are sensitive to similar doses of HSP90 inhibitors
in normal B-cells and BL-cell lines, and perhaps less in CLL cell
samples. This might be ascribed to variable HSP90 amounts, as it
has been shown to happen in lymphomas [52] and CLL cells, which
express >3-fold more HSP9O protein than WT leukocytes [53]. We
also show that HSP9O0 inhibition abolishes cytokine-induced EMT
in the epithelial breast cancer cell line ZR75.1 by preventing the
upregulation of genes that are crucial for the cells to gain mobility
and invasiveness. While HSP90 inhibition surely affects additional
targets in these cells, it is again very suggestive that treatment with
17-AAG mirrors the effect achieved by AID knockdown [30].

In conclusion, the fact that HSP90 inhibitors had similar quan-
titative and qualitative effects to AID ablation in multiple set-
tings supports our hypothesis that a substantial part of their
effect is achieved by destabilizing AID. It is possible that HSP90
inhibitors at low doses are effective in chronically reducing AID
levels, thereby delaying its pathogenicity in relevant chronic dis-
eases, while minimizing toxicity issues of the current regimes
[371. For example, HSP90 inhibition might help reducing switched
pathogenic antibodies in SLE patients [48]. In CML patients, AID
underpins resistance to the BCR-ABL1 inhibitor imatinib [16] and
adjunctive therapy with HSP90 inhibitors could delay this ability
of AID, as we have shown to be possible in vitro [33]. Adjunc-
tive therapy could also reduce clonal diversity in CLL patients
and help chemotherapy [25]. In this sense, retrospective analysis
of clinical trials of HSP9O0 inhibitors for CML and CLL [40, 54],
cross-referencing response to AID status, could be informative. Our
demonstration that HSP90 inhibitors can decrease AID levels in
vivo as well as in human cancer samples, suggest a possible mech-
anism of action to explain in part the clinical utility of these drugs.

Material and methods
Mice

C57BL6/J and NRG mice were from Jackson labs (Bar Harbor,
ME). AID-GFPtg mice [42], a gift of Dr R Casellas (NCI, Bethesda,

MD) and Aicda™~ mice [1], a gift of Dr T Honjo (Kyoto Uni-
versity, Japan), were in C57BL6/J background. Mice were kept
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under specific pathogens free conditions. All experiments were
approved by the Animal protection committee at the IRCM,
protocol 2011-24, according to the guidelines of the Canadian
Council on Animal Care.

HSP90 inhibitors

17-AAG (LC laboratories A-6880) dissolved in DMSO and 17-
DMAG (LC laboratories D-3440) dissolved in water were aliquoted
and stored at -20°C. Mice were administered 17-DMAG in 0.2 mL
of water (or water control) by gavage using a 22G feeding needle.
Immunized mice were treated with 20 mg/kg, from day 3 pos-
timmunization daily, until sacrificed (day 11 p.i.) for measuring
antibody responses. Transplanted NRG mice were treated from
day 5 posttransplantation with 20 mg/kg for 20 days, monitored
daily until reaching an endpoint. Human cells were treated as
indicated in Results.

Measuring antibody responses

Mice were immunized with NP;3-CGG (Biosearch Technologies) in
Imject Alum adjuvant (Thermo Scientific) intraperitoneally. Anti-
body titers were measured by ELISA as described [44]. Briefly,
ELISA plates were coated with 100 ml of 50 mg/mL NP4s-BSA, for
capturing total anti-NP antibodies, or NP4-BSA, for capturing high
affinity anti-NP antibodies. Serial dilutions of mouse serum were
loaded in duplicate wells and incubated overnight at 4°C. IgG1
was detected using 50 ml biotin-anti-IgG1 for 2 h followed by
50 pl of HRP-streptavidin for 1 h and visualized using 2,2'-Azino-
bis(3-ethybenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma), and OD read
at 405 nm.

B-ALL mouse model

A retroviral vector encoding BCR-ABL1P?1%-ires-GFP was trans-
fected into the ecotropic packaging cell line PLAT-E and 24 h later
supplemented with 10 mM sodium butyrate (Sigma) to augment
viral production. The supernatant was collected 24 h later, con-
centrated using Vivaspin 20 (GE Healthcare) and used to infect
BM cells. BM cells were isolated from the long bones of C57BL6/J
or Aicda™~ mice and cultured in StemSpan medium (StemCell
technologies) for 48 h with 50 ng/mL FIt3L and 10 ng/mL of
rIL-7 (Preprotech). Pelleted BM cells were resuspended in 0.2 mL
of concentrated viral supernatant containing 8 mg/mL polybrene
(Sigma) and incubated for 2 h before adding 1 mL of StemSpan
medium with cytokines, spinning for 30 min at 600 x g and then
incubating overnight in 6-well plates. One million cells were then
injected in the tail vein of sublethally irradiated (5 Gy) NRG mice.
The visible efficiency of infection at the time of injection was typ-
ically 5%. Mice were monitored daily and sacrificed when mori-
bund or reaching one of the endpoints (paralysis, rapid loss of
weight, ataxia, lack of cleaning, general posture, visible masses).

© 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Cells from the BM, blood, spleen, brain, and visible masses were
isolated using a 70 pM filter and analyzed by flow cytometry or
cultured for 48 h in complete IMDM media at 2x10°/mL in six
well plates for RNA isolation.

Human cells and samples

Peripheral blood was collected from healthy donors at the IRCM
and B cells purified from PBMCs as described [33]. Human ton-
sils were obtained from donors undergoing preprogrammed ton-
silectomy at the otorhinolaryngology service at the Ste-Justine
Hospital (Montreal). Lymphocytes were obtained by crushing the
tonsil through a 70 pm filter, washed with RPMI and purified
using Lymphoprep (Axis-Shield). All work was approved by the
ethics committees at Ste-Justine Hospital and at IRCM (certificate
2011-18). CLL samples were obtained from patients followed at
the Hospital Maciel (Montevideo) that have signed an informed
consent in accordance with the ethical regulations from Uruguay
and the Helsinki Declaration. PBMCs were isolated by centrifuga-
tion on Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich, USA) and cryopreserved
in liquid nitrogen. Purified B cells and CLL samples were activated
with 5 ng/mL human IL-4 (Peprotech) and 5 pg/mL recombinant
sCD40L (Peprotech) for 72 h before treating with 2 mM 17-AAG
for 24 h. Human BL cell lines were a gift of Dr M Neuberger
(Cambridge, UK) and cultured in complete RPMI medium.

RT-PCR

RNA isolated using TRIzol (Life Technologies) was reverse tran-
scribed with ProtoScript™ M-MuLV Taq RT-PCR kit (New eng-
land Biolabs). End-point PCR to amplify 389 bp of mouse AID
from cDNA was performed for 35 cycles [94°C 20 sec, 55°C 2 min,
68°C 1 min] using Taq DNA polymerase. Quantitative PCR using
SYBR select master mix (Applied Biosystems) was performed and
analyzed in a ViiA™ 7 machine and software (Life technologies).
Mouse AID was amplified using primers 0J844 (GCCACCTTCG-
CAACAAGTCT) and 0J845 (CCGGGCACAGTCATAGCAC) for a
137 bp product for 40 cycles [95°C 15 sec, 60°C 1min] and nor-
malized to Hprt, amplified with OJ1008 (CCTTCATGACATCTC-
GAGCAAGT) and 0J1009 (CCGAGGATTTGGAAAAAGTGTT). A
133 bp product of AICDA mRNA from BL B-cell lines was ampli-
fied using 0J1225 (GCAATAAGAACGGCTGCCAC) and 0J1226
(ACATGTCGGGCACAGTCGTA), normalized to GAPDH amplified
with primers 0J1010 (TGACAACTTTGGTATCGTGGAAGG) and
0J1011 (AGGGATGATGTTCTGGAGAGCC), as above. AID mRNA
in stimulated PBMCs from CLL patients was measured in a Cor-
bette Rotor Gene 6000 Real-Time PCR machine using primers
fwd (GAGGCAAGAAGACACTCTGG) and rev (GCGGTCCTCACA-
GAAGTAG) for 40 cycles [95°C 10 sec, 60°C 30 sec, 72°C 30
sec] and normalized to GAPDH. Relative expression levels were
obtained by calculating the A ACt values using ACt of Ramos cell
line as a calibrator.
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EMT analysis

ZR75.1 cells stably expressing an shRNA targeting human AID or
scrambled control have been described [30]. ZR75.1 cells were
incubated with 1uM 17-AAG (Sellek Chemicals) for 72 h in basal
conditions or for 72 h prior to and during the induction of the
EMT. Total RNA was reversed transcribed using Superscript III
(Invitrogen) and mRNA levels of AID and EMT factors analyzed
as described [30].

Flow cytometry and western blot

Lymphocytes were stained with anti-B220-allophycocyanin and
anti-CD3-phycoerythrin (BD pharmingen). Leukemic cells from
NRG mice were stained with anti-CD19-biotin (BD Biosciences)
followed by anti-biotin- phycoerythrin-Vio770 (Miltenyi Biotech)
and/or anti-B220-allophycocyanin (BD Biosciences). Dead cells
were excluded using PI. Results were acquired using a BD LSR
I (BD biosciences) and analyzed using FlowJo. For intracellular
detection of human AID PBMCs or BL cells were fixed with PBS
4% paraformaldehyde and permeabilized with PBS 0.5% saponin
4% FBS before adding mAb anti-AID (clone EK2 5G9, Cell Signal-
ing Technology) followed by anti-Rat IgG Alexa Fluor 488 (Cell
Signaling). Negative isotype controls were performed accordingly.
In western blots, endogenous human AID was detected using the
same antibody. Endogenous mouse AID was detected using mAb
anti-AID (ebioscience, cat#14-5959-82 at 1:250 in 2.5% BSA).
Densitometry was performed using ImageJ (NIH).
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