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RESUMEN

Leucemia Linfocitica Crdnica de células B: el papel de las senales del

microambiente en la patogénesis de la enfermedad.

Las células leucémicas de pacientes con Leucemia Linfocitica Crénica de células
B (LLC) proliferan en los drganos linfoides, donde la quimiocina CXCL12
proveniente de células estromales y de células de tipo nodriza (NLC), y
moléculas como CD40L e IFNy producidas por linfocitos T CD4" activados,
favorecen su expansion y sobrevida. Existen numerosos estudios donde se
evaliua el efecto del CXCL12 sobre el clon leucémico, pero no habia sido
estudiado hasta el momento el impacto de dicha quimiocina en la fisiologia de
los linfocitos T de pacientes con LLC.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que el CXCL12
induce la migracién de linfocitos T de pacientes LLC, aunque en menor medida
gue la de linfocitos T de dadores sanos, hecho que se correlaciona con una
menor polimerizacién de actina en respuesta al CXCL12. Ademds, observamos
que los linfocitos T de pacientes de buen prondstico migran menos en respuesta
al CXCL12 en comparacion a linfocitos T de pacientes de mal pronéstico debido
a sefales provenientes del clon leucémico. También demostramos que el
CXCL12 actla como un factor coestimulante de linfocitos T CD4" de pacientes
LLC, incrementando su activacién y proliferacion, y que los linfocitos T activados
en presencia de CXCL12 inducen una mayor proliferacion del clon leucémico.
Por ultimo, demostramos que las NLC contactan con linfocitos T CD4" vy
aumentan su activacion y proliferacién, en parte, a través del receptor para

CXCL12, el CXCRA.

Como conclusidn, nuestros resultados demuestran que el CXCL12 tiene

un rol dual sobre los linfocitos T de pacientes LLC, induciendo la migracién y




también aumentando su activacion y proliferacion, favoreciendo en ultima
instancia la expansion del clon leucémico. Considerando que la presencia de los
linfocitos T en los drganos linfoides favorece que las células leucémicas
sobrevivan y proliferen, la menor migracion al CXCL12 de los linfocitos T de
pacientes de buen prondstico podria estar involucrada en el curso clinico

indolente caracteristico de esos pacientes.

Palabras claves: LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA DE CELULAS B; CXCL12;
CXCR4; CELULAS DE TIPO NODRIZA; MICROAMBIENTE TUMORAL.
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ABSTRACT

B-cell Chronic Lymphocytic Leukemia: role of the microenvironment in the

pathogenesis of the disease.

Leukemic cells from patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia (CLL)
proliferate in lymphoid organs in close contact with activated T cells and
CXCL12's producer stromal and nurse like cells (NLC). CD4" T cells induce CLL cell
proliferation and survival mainly trough CD40L and IFNy production, and CXCL12
enhances CLL survival. While a number of reports have evaluated the impact of
CXCL12 on the leukemic clone, there is no information about the role of this

chemokine in T cell physiology.

Our results here show CXCL12 induces the migration of T cells from CLL
patients, although in a lesser extend than T cells from healthy donors. The low
migratory response of T cells from CLL patients was correlated with an actin
polymerization defect in response to CXCL12. Moreover, we found that T cells
from CLL patients with good prognosis have a lower migratory response to
CXCL12 than T cells from CLL patient with worst prognosis, due to signals
delivered by leukemic cells. We also found that CXCL12 costimulates the
activation and proliferation of activated CD4" T cell from CLL patient, and that
activated T cells in the presence of CXCL12 enhance the activation and
proliferation of the leukemic clone. Finally we demonstrated that autologous
NLC establish a close contact with CD4" T cells and increase their activation and

proliferation partially through a CXCR4-dependent mechanism.

In conclusion, our results suggest that CXCL12 production by lymphoid
tissue microenvironment in CLL patients might play a key dual role on T cell
physiology, functioning not only as a chemoattractant but also as a

costimulatory factor for activated T cells, which finally improves CLL cell

9



proliferation. Since T cells in lymphoid organs may help CLL cells to survive and
proliferate, the low migratory response to CXCL12 in T cells from CLL patients

with good prognosis might favor the indolent clinical course of the disease in

these patients.

Key words: B-CELL CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA; CXCL12; CXCR4; NURSE
LIKE CELLS; TUMOR MICROENVIRONMENT.
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1. La quimiocina CXCL12 y su principal receptor, el CXCR4.
a. CXCL12

La quimiocina CXCL12, también denominada Stromal cell Derived Factor 1 (SDF-
1), es una quimiocina perteneciente a la familia CXC constitutivamente
producida por las células estromales de numerosos tejidos, entre los que se
encuentran la médula ésea “ y los nédulos linfaticos °. El gen de CXCL12, a
diferencia de lo que ocurre para el resto de las quimiocinas de la familia CXC, se
encuentra codificado en el cromosoma 10 y su splicing alternativo genera dos
variantes, denominadas SDF-1a y SDF-1f3, idénticas entre si, salvo por cuatro
aminoacidos adicionales que posee el SDF-1p3 en su porcién carboxiterminal.
Ambas variantes de CXCL12 poseen similares funciones y patrones de expresion

1y se asocian con su receptor, el CXCR4, con una afinidad comparable.

CXCL12 es la quimiocina que posee el mayor grado de homologia entre
seres humanos y ratones “* y fue originalmente identificada como un factor de
estimulacion del crecimiento de células pre-B °. Hoy es sabido que CXCL12 es
una quimiocina pleiotrépica involucrada en numerosos procesos, algunos de los

cuales se encuentran enumerados en la Figura 1.

12
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y

CXCR4

=

Cancer
Promueve el crecimiento tumoral
Participa en angiogénesis y
metastasis.

Organogénis
Cerebro, corazon y
Vasos sanguineos largos

Hematopoyesis
Linfopoyesis B
Mielopoyesis

Migracion,
reclutamiento y
activacion
delinfocitos T

Figura 1. El CXCL12 es una quimiocina pleiotropica. En la figura se enumeran algunos
procesos en los que participa el CXCL12 y su receptor el CXCR4.

b. CXCR4, el principal receptor para el CXCL12

El CXCR4 fue clonado a principio de los afios "90 por tres grupos independientes
como un posible receptor de quimiocinas al que no se le conocia su ligando o8,
Este receptor, al que originalmente denominaron LESTR o fusin se encontraba
expresado en la mayoria de los leucocitos, incluyendo linfocitos T, B y
monocitos y en muy bajos niveles en las células NK °. En el afio 1996, el receptor
LESTR/fusin fue identificado como el co-factor esencial para que ciertos tipos de
virus de inmunodeficiencia humana logren ingresar a las células que expresan la

10,11 7 .z .
%y sélo cuando se reconocié a CXCL12 como el ligando natural

molécula CD4
de LESTR/fusin, la molécula fue re-clasificada como el receptor de quimiocinas
CXCR4 ™. Este receptor pertenece a la superfamilia de los receptores asociados

a proteina G vy, al igual que el resto de los receptores de quimiocinas, se

13
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encuentra constituido por un Unico polipéptido que atraviesa siete veces la
membrana (Figura 2) acoplado a una proteina G inhibitoria (Gi). Tal como
mencionamos anteriormente, su expresion es muy amplia y se lo puede
encontrar en multiples tejidos y tipos celulares incluyendo, diversos tipos de

leucocitos, precursores hematopoyéticos, células epiteliales y endoteliales °.

NH,

Extracelular

Membrana
Citoplasmatica

Intracelular

COOH

Figura 2. Representacion esquemdtica de CXCR4. El receptor para CXCL12, el CXCR4,
es una proteina de membrana de siete pasos transmembrana, con tres dominios
(loops) intracelulares (D11, 2 'y 3), y tres dominios extracelulares (DE1, 2 y 3). El extremo
carboxilo terminal de la proteina se encuentra hacia el lado citoplasmadtico y el extremo
amino terminal hacia el lado extracelular.

La asociacién entre CXCL12 y el CXCR4 ocurriria en dos etapas. La
interaccion inicial entre ambos permitiria un cambio conformacional en el
receptor y favoreceria la union de la quimiocina a residuos claves presentes en
el segundo y tercer dominio extracelular del CXCR4 . In vivo el CXCL12 se
encuentra mayoritariamente inmovilizado a la matriz extracelular y a la
superficie celular generando gradientes de concentracion sobre sustratos
sélidos ™. Esto produce un incremento en la concentracién local de CXCL12

favoreciendo su oligomerizacidon y en ultima instancia la oligomerizacién del

14
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> Una vez producida la

CXCR4, hecho que incrementa su funcionalidad
asociacion entre CXCL12 y CXCR4, el receptor es reclutado hacia unos dominios
lipidicos particulares denominados “balsas lipidicas” (lipid rafts), donde se pone
en marcha la transduccion de la sefal. La mayoria de las cascadas
transduccionales que son inducidas luego de la interaccion del CXCR4 con
CXCL12 son dependientes de la activacion de la proteina Gi (Figura 3), sin

embargo han sido reportadas algunas vias transduccionales independientes de

. 1
esta proteina 3.

Internalizacion

DAG, IP; 1
Movilizacion de Ca** Degradacion
lisosomal
Reciclado

Activacion
de

Activacion de

integrinas
l/Activa
o Inhibe
L Transcripcién v J,

Apoptosis  de genes Migracion

Figura 3. Principales vias transduccionales activadas por el receptor CXCR4. El
receptor CXCR4, al igual que el resto de los receptores de quimiocinas, es una proteina
de 7 pasos transmembrana acoplada a una proteina G inhibitoria (Gi). La union del
CXCL12 lleva a la activacion de multiples vias transduccionales, tanto Gi dependientes
como Gi independientes. La proteina Gi inhibe a la adenilato ciclasa (AC), activa la via
de las MAPKs, induce la movilizacion de calcio a través de la activacion de la fosfolipasa

15



INTRODUCCION

C (PLC) y la activacion de la via PI3K/Akt. La via PI3K/Akt regula la sobrevida y
proliferacion celular a través de la activacion de factores de transcripcion y la
modulacion directa de proteinas pro o anti apoptdticas. Tanto la PLC como la PI3K
convergen en la activacion de proteinas involucradas en la reorganizacion del
citoesqueleto y la migracion celular. La activacion de la via MAPKs regula la activacion
transcripcional asi como también se demostré su participacion en la migracion. En
relacion a la activacion de las vias independientes de la proteina Gi, ha sido reportado
que el CXCR4 al unirse con su ligando, induce la activacion de la proteina quinasa JAK3.
La desensibilizacion y endocitosis del receptor luego de la interaccion con su ligando
estaria a cargo de las quinasas de proteinas G (GRK), las cuales fosforilan al receptor
promoviendo la unidn de otras proteinas, las Arrestinas, que llevan en ultima instancia
a la endocitosis del receptor, degradacion o reciclado a membrana. Para el CXCR4 se
vio que la via GRK/Arrestina ademds de inducir la endocitosis del receptor participa en
la activacion de las MAPKs.

Los datos obtenidos con ratones genéticamente deficientes para CXCR4
(CXCR4'/') demuestran que este receptor juega un papel fundamental durante el
desarrollo embrionario. En este sentido, los ratones CXCR4”" no son viables y
mueren en el dtero o al momento del nacimiento presentando numerosos
defectos en la linfopoyesis, mielopoyesis y en el desarrollo cardiaco y del
sistema nervioso central Y. Llamativamente los ratones deficientes para
CXCL12 (SDF—1'/') poseen un fenotipo similar a los ratones CXCR4'/', hecho que
evidencia la relacién especifica y Unica existente entre ellos . Obviamente no
se conocen casos de deficiencia genética similar en seres humanos ya que no
serian viables. Sin embargo, ha sido descripta una mutacion heterocigota del
CXCR4 en pacientes que padecen una inmunodeficiencia combinada
denominada sindrome de WHIM que genera un receptor con la porcién C-
terminal truncada y una incrementada capacidad para transducir sefiales 2. Este
extrafo sindrome se caracteriza por la presencia de verrugas (Wharts),
Hipogamaglobulinemia, Infecciones recurrentes y Mielocatexis (un tipo de
neutropenia congénita) y es, hasta el momento, la Unica patologia inmunoldgica

asociada a la mutacion de un receptor de quimiocinas 2.
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Si bien no hay dudas acerca del papel fundamental que juega el CXCR4
en la transduccion de sefiales en respuesta al CXCL12, recientemente se
describié que el receptor huérfano RDC1 lograba unir con alta afinidad al
CXCL12 y a otras quimiocinas, a partir de lo cual comenzd a llamarselo receptor
de quimiocinas CXCR7 *°. EI CXCR7 no es un clasico receptor de quimiocinas y
hasta el presente existen controversias en relacion a las consecuencias que
acarrea para las células reconocer al CXCL12 a través del mismo. Mientras que
algunos autores reportaron que el CXCR7 podria modular negativamente la

20

migracion inducida a través del CXCR4 secuestrando a su ligando “°, otros

proponen una funcién colaborativa entre el CXCR4 y el CXCR7 *.
c. Papel del CXCR4 en la fisiologia de los linfocitos T

En el individuo adulto CXCL12 ha demostrado ser una quimiocina muy eficiente

para inducir la migracién de numerosos leucocitos, entre los que se encuentran

3,22

los monocitos *, linfocitos B y linfocitos T, tanto CD4" como CD8", virgenes y

. 1,22,23
de memoria 7“7,

Como parte del normal trafico leucocitario, los linfocitos T virgenes
regularmente abandonan el torrente sanguineo e ingresan a los nddulos
linfaticos (y a la mayoria del resto de los drganos linfaticos secundarios)
atravesando vénulas de endotelios altos (HEV). El pasaje de los linfocitos T a
través de las HEV ocurre en distintas etapas secuenciales bien caracterizadas y
controladas tanto por la expresion de moléculas de adhesiéon y sus ligandos

24,25

como por la presencia de quimiocinas y sus receptores . En este sentido, las

guimiocinas CXCL12, CCL19 y CCL21 presentes en la cara luminar de los HEV,
participan en el proceso de transmigracion de los linfocitos T virgenes a través

de los mismos. El receptor para las quimiocinas CCL19 y CCL21, el CCR7, se

25,26

encuentra expresado tanto en linfocitos T virgenes como de memoria y los

27

ratones genéticamente deficientes para el mismo o deficientes en la

produccién de sus ligandos (ratones plt, por paucity of lymph node T cells) *®
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presentan un menor numero de linfocitos T virgenes en los nddulos linfaticos en
comparacion a los ratones controles. Llamativamente, al realizar |Ia
transferencia adoptiva de linfocitos T CXCR4” en ratones plt se observa una
ausencia total de células T en los ganglios *°. Considerando que ademas ha sido
formalmente probado que CXCL12 induce la transmigracion de los linfocitos T a
través de las HEV *°, no hay duda de que el CXCL12 co-dirige junto con las
quimiocinas CCL19 y CCL21 la migracion de estas células hacia los nddulos

linfaticos 2>%°.

Ademas de su efecto quimiotactico sobre los linfocitos T, se ha
demostrado que el CXCL12 actua como un factor de sobrevida inhibiendo Ia
apoptosis espontanea e inducida de los linfocitos T in vitro *'. Asimismo se
demostré que el CXCL12 funciona como un factor coestimulatorio en la
activacion T a través de su receptor antigénico (TCR/CD3). En este sentido el
CXCL12 promueve un mayor aumento de los marcadores de activacion CD69 y
CD25, asi como una mayor proliferacion y produccién de citoquinas por los

3132 Estos

linfocitos T normales al ser activados a través del TCR/CD3
fendmenos coestimulatorios serian llevados a cabo gracias a que en los
linfocitos T existiria un asociacién fisica entre el CXCR4 y TCR/CD3 (una vez
reconocido el CXCL12) que le permitiria al CXCR4 emplear parte de la
magquinaria de transduccién del TCR/CD3 y regular las sefales gatilladas a través

del mismo .
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2. Leucemia linfocitica crdnica de células B

La leucemia linfocitica crénica de células B (LLC) es la leucemia de mayor
frecuencia en el Hemisferio Occidental; comprende alrededor del 25/ de las
leucemias que se diagnostican. Es una patologia que afecta a personas mayores,
con un pico de incidencia en el rango que va de los 60 a los 70 afos y una
prevalencia mayor en hombres que en mujeres, en una relacidon aproximada de
2:1. Existen evidencias que indican una susceptibilidad genética a la
enfermedad. De hecho, es una patologia muy rara en paises orientales y en los
inmigrantes japoneses y chinos que se instalan en los Estados Unidos. Por otro
lado, se han reportado familias en las cuales la LLC aparece en sucesivas

generaciones, cada vez a edades mas tempranas.

Una de las caracteristicas mas peculiares de la LLC es su asociacidn con
fendomenos de naturaleza autoinmune, en particular, con la produccion de

34-36
. La

autoanticuerpos dirigida contra antigenos de células hematopoyéticas
produccidon de autoanticuerpos es la responsable de la induccion de anemia
hemolitica autoinmune en un porcentaje importante de los pacientes, y en
menor medida, purpura trombocitopénica y neutropenia 3637 Por otra parte, y
en cierta forma paraddjicamente a la produccién de autoanticuerpos, los
pacientes con LLC presentan hipogamaglobulinemia a medida que progresa la

3840 En este

enfermedad, lo que provoca infecciones bacterianas recurrentes
sentido, una de las mayores complicaciones que padecen los pacientes con LLC
son las infecciones, las cuales constituyen una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad de los pacientes. La literatura indica que alrededor del
ochenta porciento de los pacientes sufriran infecciones durante algin momento
de su enfermedad y mas del cincuenta porciento de los pacientes morira a
causa de las mismas “°. La patogénesis de las infecciones de estos pacientes es

compleja y multifactorial, habiendo una susceptibilidad aumentada debido a

qgue la enfermedad en si genera un cuadro de inmunosupresién en el paciente,
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el cual se incrementa luego del tratamiento anti-neoplasico. No hay dudas
acerca de los multiples defectos del sistema inmune de los pacientes. A pesar de
gue durante mucho tiempo se pensé que los defectos de la respuesta inmune
humoral eran la principal causa de la inmunosupresidn, hoy es sabido que los
defectos de la respuesta inmune celular T, asi como las disfunciones de los
neutrofilos y del sistema de complemento, contribuyen significativamente a
incrementar la susceptibilidad de los pacientes de contraer todo tipo de

. . A
infecciones “°.

a. Caracteristicas fenotipicas de las células LLC

Las células LLC se caracterizan por la expresion de antigenos pan-B como CD19,
CD20 y CD40, junto con otros antigenos que no se encuentran en la mayoria de

4143 como todo linfocito B

los linfocitos B circulantes como CD5 y CD23
maduro, las células LLC expresan inmunoglobulinas (lgs) en la membrana, las
cuales forman parte del receptor para el antigeno (BCR). Tal como puede
observarse en la Figura 4, la Ig estd constituida por dos cadenas pesadas (H)
idénticas entre si, asociadas por puentes disulfuro y dos cadenas livianas (L)
idénticas entre si, asociadas a las cadenas H por puentes disulfuro. La porcién
amino terminal (N terminal) de ambas cadenas conforma la region variable de la
Ilg (VH) responsable del reconocimiento antigénico, mientras que la porcidn
carboxi terminal (C terminal) conforma la regién constante de la Ig (CH). Las
distintas zonas constantes de la cadena H dan lugar a los diferentes tipos o
clases de anticuerpos conocidos (IgM, 1gG, IgA, IgE e IgD) y juegan un papel
fundamental en las funciones efectoras de los anticuerpos. Las células LLC
expresan niveles muy bajos de Ig en la superficie que, generalmente, es de tipo

M, habiendo en algunos casos co-expresién de IgM/IgD *+***,
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Figura 4. Estructura de las inmunoglobulinas. Cada molécula de Ig estd compuesta por
dos cadenas pesadas idénticas (PM: 50 kDa) y dos cadenas livianas idénticas (PM: 25
kDa) unidas por puentes disulfuro. Cada cadena liviana estd compuesta por dos
dominios tipo inmunoglobulina mientras que cada cadena pesada contiene entre 4y 5
dominios de Ig dependiendo del isotipo. Los dominios N terminales de las cadenas
pesadas y livianas constituyen la region variable de la Ig (rojo), mientras que el resto de
los dominios de las cadenas pesadas y livianas constituyen la region constante de la Ig.
A la izquierda se muestra una Ig sin hipermutacion somdtica (HMS), y a la derecha se
muestra una lg cuyos genes sufrieron HMS.

La secuencia de aminoacidos de las porciones variables de las cadenas H
y L es caracteristica de cada linfocito B maduro, existiendo millones de
moléculas distintas de Igs en un mismo individuo. Esta enorme diversidad de Igs
se genera a través de dos procesos moleculares diferentes que tienen lugar en
distintas etapas de la vida del linfocito B. El primer proceso denominado

recombinacidn génica ocurre en la médula 6sea durante la maduracion de los

linfocitos B a partir de precursores linfopoyéticos y es previo al contacto con el
antigeno. El segundo proceso responsable de aumentar la diversidad de Igs se

conoce como hipermutacién somdtica y tiene lugar en los tejidos linfaticos

secundarios (nédulos linfaticos, bazo, placas de Peyer) durante la formacion del
centro germinal como respuesta al contacto con el antigeno. La hipermutacion
somatica consiste en la acumulacion de cambios puntuales de bases
(mutaciones) en los genes que codifican para las regiones variables de las

cadenas L y H. Tal como veremos mas adelante, alrededor del 50/ de los
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pacientes con LLC poseen mutaciones a consecuencia del proceso de

hipermutacién somatica en la Ig del clon leucémico *°.
b. Clasificacion de los pacientes con LLC

La LLC es una entidad clinica que presenta una notable heterogeneidad. La
expectativa de vida de los pacientes con LLC al momento del diagndstico es muy
variable y oscila entre aquellos que viven durante afios con una enfermedad
estable y sin medicacién a otros que mueren a los pocos meses aun bajo

41,43,44,46-49 . . .
. Existen, sin embargo, ciertas

tratamiento quimioterdpico
caracteristicas comunes que pueden ser utilizadas para separar a los pacientes
con LLC en estadios clinicos determinados. Los dos sistemas de clasificacidon mas
difundidos a nivel internacional son los descriptos por Rai *° y Binet ! (Tabla 1).
En el primero, los pacientes se segregan en tres grupos de riesgo: bajo (estadio
0), intermedio (estadios | y Il) y alto (estadios Ill y IV). De manera andloga, la
clasificacién Binet agrupa a los enfermos en estadios A, B y C, con aumento
progresivo en la gravedad de la patologia. Ambos sistemas toman en cuenta las
siguientes caracteristicas clinicas: presencia de linfocitos en sangre y médula
O0sea, linfadenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia vy/o
trombocitopenia. Aln cuando estos sistemas son relevantes desde el punto de
vista clinico, existen ciertos subgrupos de pacientes que dificilmente puedan ser
encuadrados dentro de un estadio particular. De alli la importancia que tiene la

identificacion de marcadores bioldgicos e inmunolégicos con valor predictivo

que posibiliten un mejor tratamiento terapéutico.

Ha sido claramente demostrado que la heterogeneidad de la LLC a nivel
clinico se correlaciona con heterogeneidad a nivel de la célula leucémica. En el
afo 1994, el Dr. Guillermo Dighiero del Instituto Pasteur en Paris publicé un
trabajo en el cual demostraba que en LLC los genes que codifican para la
porcién IgVH presentan mutaciones en alrededor del 50/ de los pacientes *.

Sobre la base de estas observaciones, confirmadas posteriormente por otros
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autores, se puede clasificar a los pacientes con LLC en dos grupos de acuerdo al
estatus mutacional de la Ig: aquellos que poseen IgVH no mutadas y aquellos

gue poseen IgVH mutadas.

Clasificacion Caracteristicas Sobrevida
Rai

Estadio 0 Linfocitosis en sangre y MO Unicamente 12 af
Estadio | Linfocitosis y linfoadenopatia anos
Estadio Il Linfocitosis y esplenomegalia o hepatomegalia 7 afios
Estadio Il Linfocitosis y anemia (Hb <110 g/L)

Estadio IV Linfocitosis y trombocitopenia (plaquetas <100.10%/L) <1 afo
Binet

Estadio A Menos de 3 sitios infiltrados ', Hb >100 g/L, plaquetas >100.10%L 9 afios
Estadio B 3 0 mas sitios infiltrados, Hb >100 g/L, plaquetas >100.1 0%L 5 afos
Estadio V Hb <100 g/L o plaquetas <100.10%/L 2 afios

Tabla 1. Sistemas Rai y Binet de clasificacion para los estadios de Leucemia
Linfocitica Crénica (LLC). Rai y Binet son los sistemas de clasificacion basados en
sintomas clinicos mds difundidos. Hb: Hemoglobina, MO: médula Odsea. Isitios
infiltrados pueden ser: higado, bazo y ganglios linfdticos inguinales, axilares y
cervicales.

Tal como mencionamos anteriormente, durante la hipermutacion
somatica y como consecuencia del reconocimiento del antigeno especifico, los
linfocitos B aumentan la afinidad de su receptor antigénico gracias a mutaciones
puntuales que se producen en los genes que codifican para las porciones
variables (VH y VL) de las inmunoglobulinas. Es por esto que la caracterizacién
del estatus mutacional de la Ig de superficie de las células LLC permitid
hipotetizar acerca del momento dentro del desarrollo ontogénico en el cual se
produjo la malignizacién de la célula. Un analisis simplificado de la situacién
sugeriria que en el grupo de los pacientes con IgVH no mutados, la
malignizacion de la célula leucémica se produjo previo al contacto con el
antigeno, mientras que en el grupo de pacientes con IgVH mutados, la
malignizaciéon fue posterior al contacto antigénico. Sin embargo la realidad de la
célula leucémica es mucho mas compleja. Al analizar con mayor detenimiento
las caracteristicas de las células LLC se observa que todas ellas,
independientemente de la presencia o no de mutaciones en las regiones IgVH,

presentan un fenotipo de linfocito B que ha sido activado por el antigeno °2.
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Esto sugiere que, una vez producido el encuentro con el antigeno, dependiendo
de las caracteristicas de esa activacidn antigénica, en algunos casos se favorece
el proceso de hipermutacidén somatica, mientras que en otros no. No esta claro
aun, cual o cuales son los antigenos involucrados en el proceso de malignizacion
del clon leucémico. Sin embargo, hallazgos publicados en el 2004, demuestran
que la porcidon de las cadenas de la Ig clonal que interaccionan con el
determinante antigénico es sorprendentemente similar entre distintos
pacientes LLC (alrededor del 20/ de los pacientes con IgVH no mutado), lo que
sugiere que estas células han sido seleccionadas por un mismo antigeno o por
un conjunto limitado de determinantes antigénicos, antes o durante el proceso

de malignizacion >*°°.

Resultados publicados en 1999 demostraron que el estatus mutacional
de los pacientes con LLC posee un importante valor predictivo ya que los
pacientes pertenecientes al grupo mutado o no mutado tienen una expectativa
de vida significativamente diferente >’. Asi, la falta de mutaciones en los genes
VH de la Ig del clon leucémico se asocia con una enfermedad mas agresiva que
conduce a la muerte del 50/ de los pacientes 6 a 8 afios después del
diagndstico, aln bajo tratamiento quimioterdpico; mientras que los enfermos
con IgVH mutadas presentan una enfermedad estable con una media de

sobrevida superior a los 20 afios.

Por andlisis de genes mediante la técnica de microarray, se encontré
que las células leucémicas con IgVH mutados o no mutados difieren también en
la expresidn de la proteina quinasa ZAP-70 (&-associated protein), estando ésta

839 ZAP-70 es una proteina quinasa

presente en el grupo no mutado
normalmente presente en linfocitos T y células NK, que participa en la
transduccidn de senales a través de receptores de activacion, como el receptor
antigénico de linfocitos T (TCR). En pocos meses se desarrollé una técnica para

evaluar la expresiéon de ZAP-70 por citometria de flujo, lo que ha significado un
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avance considerable para la identificacion de pacientes con mayor o menor
riesgo, ya que se trata de una metodologia mucho mas sencilla que la

secuenciacion de la IgVH para determinar mutaciones °%°

y es capaz de
predecir el estatus mutacional de los pacientes en un 93/ de los casos *°. En
nuestro laboratorio se ha puesto a punto esta técnica durante 2004, siendo el
primer laboratorio en el pais en ofrecerla como servicio al conjunto de los
médicos hematdlogos que tratan pacientes LLC. Dos estudios retrospectivos
publicados durante 2004 han demostrado que ZAP-70 tiene un valor prondstico

igual 0 mayor adn que el estatus mutacional de la IgVH %>

Por otro lado, numerosos trabajos han demostrado que la expresiéon de
CD38 en las células LLC es un factor prondstico independiente de las mutaciones

63-69

cuya presencia correlaciona con una enfermedad agresiva . La molécula

CD38 es una ectoenzima que sintetiza componentes claves para la regulacién de

0y su entrecruzamiento luego de

los niveles intracitoplasmaticos de calcio
interaccionar con su ligando natural, el CD31, "* o con anticuerpos especificos
induce la transduccidn de sefales y la activacién celular en linfocitos T 2 células

NK "3, linfocitos B normales "y las propias células LLC ”.

Si bien continta discutiéndose cudl de los dos marcadores es el que
mejor predice la progresion de la enfermedad, estudios recientes demuestran
que la determinaciéon simultanea de ZAP-70 y CD38 posee mayor valor
prondstico que la determinacion de una sola de estas moléculas. En este
sentido, los pacientes que expresan alguno de los dos marcadores en sus células
leucémicas (ZAP70°CD38 o ZAP70°CD38"), y mas aun aquellos que son positivos
para ambos (ZAP-70°CD38") poseen mayor linfocitosis en sangre periférica e
infiltracion medular y requieren tratamiento quimioterdpico mucho antes que

los pacientes dobles negativos (ZAP-70°CD387) "*7°

. Es por ello que actualmente
se recomienda determinar la presencia de ambos marcadores para poder

predecir en forma mds acertada el prondstico de la enfermedad "®”°. Cabe
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mencionar, sin embargo, que ciertos pacientes que presentan anomalias
gendmicas como deleciones cromosdmicas en la regiéon 11g22-23 o mutaciones
en p53, desarrollan una enfermedad agresiva aun cuando presenten

mutaciones en la IgVH o sean ZAP-70 y CD38 negativos 80,81

¢ZAP-70 y CD38 son solamente marcadores de mal prondstico? La
respuesta a este interrogante es un rotundo no. Por lo anteriormente expuesto,
no cabe duda sobre la importancia de estos marcadores para predecir el curso
gue tomara la enfermedad en cada paciente LLC, pero debemos mencionar que
tanto ZAP-70 como CD38, son mucho mas que simples marcadores de
progresion y juegan un papel muy importante en la fisio-patologia de la célula
leucémica. En el aifo 2002 el grupo del Dr. Thomas Kipps reporté que las células
LLC ZAP-70" presentan una mayor capacidad para transducir sefiales de
activacion a través del BCR cuando se las compara con las células leucémicas
negativas para dicho marcador . En los linfocitos B normales y en aquellos
pacientes LLC ZAP-70 la tirosina quinasa Syk es uno de los primeros eslabones
de la cascada transduccional a través del receptor antigénico. Por su parte, en
los pacientes LLC positivos para ZAP-70, esta tirosina quinasa participa
activamente junto con Syk, en la sefializaciéon a través del BCR 8 incrementando
la transduccidn de la sefial. Del mismo modo, otros autores han reportado que
las células LLC positivas para CD38 poseen una incrementada capacidad de
transducir sefiales a través del BCR ®. Para las células leucémicas, poseer una
mayor o menor capacidad para transducir sefiales a través del receptor
antigénico no es punto trivial ya que se ha propuesto que el BCR jugaria un
papel central en la patogénesis de la LLC y que una mayor transduccién de
sefiales a través del mismo contribuiria al desarrollo de una enfermedad mas

886 Tal como sera comentado mas adelante, las diferencias entre las

agresiva
células leucémicas de los pacientes positivos o negativos para ZAP-70 y CD38 no

se encuentra solamente a nivel de la transduccién de sefales a través del

26



INTRODUCCION

receptor antigénico, sino que también existirian diferencias en la capacidad de

respuesta del clon leucémico a quimiocinas como el CXCL12, CCL19 y CCL21 ¥"%8,

c. Laimportancia del microambiente en la patogénesis de la LLC

El hecho de que mas del 99/ de los linfocitos B presentes en sangre periférica
se encuentran en la fase Gy del ciclo celular ha llevado a pensar que la
acumulacién del clon leucémico en la periferia se produce por defectos en el
proceso apoptético mas que por una desregulacion de la proliferacion celular
8990 " Asimismo, dado que las células LLC presentan una sobre-expresién de la
proteina anti-apoptética Bcl-2 °! y tradicionalmente se las ha considerado como
malas respondedoras a la estimulacién con mitdgenos in vitro %, se las ha

caratulado como linfocitos inertes que poseen una minima o nula capacidad

proliferativa y fallas intrinsecas en el proceso de muerte celular programada.

Sin embargo, numerosas evidencias sugieren que el panorama es
mucho mas complejo. Las células leucémicas, independientemente del estatus
mutacional de su inmunoglobulina, poseen marcadores de activacion similares a
los que presentan los linfocitos B activados por el antigeno, lo que sugiere que
son células que ya han sido activadas a través del receptor antigénico 2293
Asimismo, la longitud de los telémeros es menor en las células leucémicas en
comparacion a los linfocitos B normales, indicando que el clon leucémico ha
transitado por varios ciclos de proliferacion **. Inclusive, las células leucémicas

con IgVH no mutadas poseen teldmeros mucho mas cortos que las mutadas, lo

que implica una mayor historia replicativa **.

Por otro lado, estd ampliamente documentado que las células
leucémicas mueren por apoptosis con relativa facilidad al ser cultivadas in vitro,
lo que implica que no poseen fallas intrinsecas del programa apoptoético y
sugiere la existencia de factores del microambiente in vivo capaces de

43,95,96

incrementar la sobrevida y acumulacién del clon leucémico . Desde hace
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afos la identificacion de éstos factores es un tema central de estudio y el

listado de posibles candidatos involucrados crece continuamente.

Nuestro grupo reporté que la presencia de los leucocitos que
acompanan a las células leucémicas en circulacién es capaz de prolongar la
sobrevida de las células LLC en cultivo ¥, En este sentido, en algunos pacientes,
por ejemplo, se encontré que tan sélo un 3-5/ de células no-leucémicas en el
cultivo logrd que las células LLC duplicaran o triplicaran su sobrevida. Asimismo,
observamos que la activacion de monocitos y células NK por entrecruzamiento
de sus receptores para el fragmento Fc de la IgG inhibe no sélo la apoptosis
espontanea de las células LLC, sino también la inducida por agentes

quimioterapicos como la fludarabina, el clorambucilo y la dexametasona .

Por otro lado, numerosas citoquinas han sido propuestas como factores
capaces de favorecer la supervivencia de las células LLC in vivo. En este sentido,
estd ampliamente demostrado que el agregado de IL-4 a cultivos de LLC inhibe
la apoptosis de las células leucémicas, tanto espontanea como inducida por

99-101

distintos agentes y algunos autores postulan que este efecto seria mediado

; . . 101
a través de un incremento en los niveles de Bcl-2 *°

. Por otra parte, el IFNy
también ha mostrado un claro efecto anti-apoptdtico al ser agregado a cultivos
de LLC #'% y este efecto pareceria ser relevante in vivo, ya que se han
encontrado mayores niveles de dicha citoquina en el suero de pacientes LLC en

comparacién con dadores normales ***%,

Las sefiales de sobrevida que reciben las células LLC in vivo, no serian
solamente de naturaleza soluble. Por ejemplo, se ha reportado que la
interaccion de la molécula CD40 presente en la membrana de las células LLC con
su ligando especifico, el CD40L (CD154), favorece un marcado incremento en la
expresion de moléculas de adhesion y de coestimulacidn, ademas de un

100

aumento en la proliferacién y produccion de diversas citoquinas ~. Por otro

lado la interaccion de CD40 de las células LLC con el CD40L expresado en células
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transfectadas inhibe la apoptosis de las células leucémicas incrementando la

expresion de proteinas anti-apoptdticas 1'%,

d. El papel del CXCL12 y los linfocitos T en la patogénesis y progresion
dela LLC

Tal como fue presentado en la seccidon anterior, la vision tradicional de la
enfermedad posicionaba a la célula leucémica como un linfocito inerte, que rara
vez se dividia y paulatinamente se acumulaba en la periferia debido a una
muerte celular programada defectuosa. Este concepto ha sido dejado de lado
no soélo por las evidencias que presentamos anteriormente, sino porque hoy en
dia esta formalmente probado que las células leucémicas son capaces de
proliferar in vivo. Utilizando un método de marcacion no radioactivo,
empleando agua pesada, fue posible determinar que entre 1x10° y 1x10% de
células leucémicas nacen por dia en cada paciente LLC estudiado, mientras que
los valores de muerte se encuentra entre 0 y 1x10*? células leucémicas por dia
19 Esto pone en evidencia la existencia de un dindmico balance entre la
proliferacion y la muerte de las células del clon leucémico en cada paciente LLC;
una delicada armonia que encuentra el equilibrio en aquellos pacientes que
padecen une enfermedad estable. Por el contrario, en los pacientes progresores
gue incrementan rapidamente su linfocitosis, este balance perderia el equilibrio
debido a una mayor tasa de proliferacion y/o una menor tasa de muerte de las

células LLC.

Pero, édénde proliferan las células leucémicas? Las células LLC
circulantes, que como mencionamos anteriormente se encuentran en el estadio
G, del ciclo celular, se mantienen e incrementan gracias al aporte de nuevos
linfocitos del clon leucémico que proliferan principalmente en los ndédulos
linfaticos, pero también en médula 6sea y bazo dentro de estructuras
histoldgicas que reciben el nombre de centros proliferantes o pseudofoliculos °.

Estos centros proliferantes no son otra cosa que acumulos de células leucémicas
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proliferantes en intimo contacto con linfocitos T CD4" activados (CD40L"),
células estromales y un tipo de célula de estirpe mieloide tipo nodriza (Nurse-

like cells, NLC) productoras principalmente de CXCL12 (Figura 5) *°.

CXCL12
~ yotras
imiocinas

CD40L-CD40
IFNy

po nodriza (NLC)

Figura 5. Centros proliferantes en ganglios linfoides y médula ésea de pacientes con
LLC.

¢Quién dirige el trafico de las células LLC hacia estos sitios? La
migracion de todo linfocito desde la sangre hacia otros drganos se produce en
pasos secuenciales que requieren de la interaccion de moléculas de adhesién
con sus ligandos y de quimiocinas con sus respectivos receptores. Las
quimiocinas CXCL12, CCL19 y CCL21 serian las responsables de la migracion de

87,106,107

las células LLC hacia los nddulos linfaticos estando sus receptores, el

CXCR4 y el CCR7 respectivamente, expresados en mayores niveles en las células

leucémicas en comparacion a los linfocitos B normales 8%,

Llamativamente, las células del clon leucémico participan activamente

en la generacién y manutencion de los centros proliferantes ya que, una vez alli,
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+ 109

tienen la capacidad de atraer a los linfocitos T CD4*CD40L . Asimismo, la

interaccion CD40-CD40L no sélo favorece la sobrevida de la célula LLC sino que

incrementa la produccién de las quimiocinas que atraen a mas linfocitos TCD4"

activados 31

. De esta manera, las propias células LLC favorecen la generacion
de un microambiente anti-apoptdético y activador que se retroalimenta

continuamente permitiendo la progresion de la enfermedad.

Por otro lado existen trabajos que correlacionan una mayor respuesta a
las quimiocinas CXCL12, CCL19 y CCL21 de células leucémicas provenientes de
pacientes LLC positivos para marcadores de mal prondstico, como ZAP-70 y
CD38, en comparacion con pacientes negativos para estos marcadores. En un
trabajo publicado en la revista Blood, demuestran que la migracién de las
células LLC de los pacientes ZAP-70" en respuesta a las quimiocinas CCL19 y
CCL21 es mayor en comparacioén a las células LLC de pacientes ZAP-70 debido a
una incrementada expresion de su receptor, el CCR7, en el primer grupo de
pacientes. También observan una mayor transduccién de sefiales en respuesta
al CXCL12 de las células leucémicas de los pacientes ZAP-70" en comparacion
con los pacientes ZAP-70 %", En otro trabajo de la misma revista se observé que
la migracidon en respuesta al CXCL12 es significativamente mayor por parte de
las células LLC de pacientes ZAP-70°/CD38" en comparacién con aquellos
negativos para alguno de los marcadores %. En conclusion, las células
leucémicas de los pacientes positivos para alguno de los marcadores de mal
prondéstico ZAP-70 y CD38 podrian acceder mas facilmente a los centros
proliferantes, donde recibirian las sefales de sobrevida por parte de los
linfocitos T, NLC y células estromales, hecho que estaria involucrado en la

progresion de la enfermedad caracteristica de este grupo de pacientes.

éCuales son las seiales de sobrevida y proliferacion que reciben las
células LLC en los centros proliferantes? Por un lado, se produce el

entrecruzamiento de la molécula CD40 sobre la célula leucémica a consecuencia
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de su interaccidn con la molécula CD40L expresada por los linfocitos T activados.
Tal como mencionamos anteriormente la interaccion CD40-CD40L induce la
proliferacion del clon leucémico *® e incrementa su sobrevida aumentando la

103,104

expresion de proteinas anti-apoptoticas . Por otro lado, las células LLC, que

expresan altos niveles de CXCR4 %

, interaccionan con el CXCL12 producido por
las células estromales y NLC. Esta quimiocina es no solamente responsable de
favorecer la migracion de las células LLC hacia esos sitios sino que también
incrementa la sobrevida del clon leucémico. En este sentido se ha descripto una
subpoblacién de leucocitos CD14" provenientes de células mononucleares de
sangre periférica de pacientes LLC que se diferencia in vitro a NLC capaces de
proteger a las células LLC de la apoptosis a través de la produccion de CXCL12
2110 E| CXCL12 posee entonces un rol dual sobre las células leucémicas de los
pacientes LLC favoreciendo su reclutamiento a los drganos linfoides e

incrementando su sobrevida.

En relacion a los linfocitos T, numerosos estudios han demostrado
diversas anomalias, tanto en la distribucién como en el fenotipo y funcionalidad
de los linfocitos T que acompafian a las células leucémicas en los pacientes LLC.
Si bien el porcentaje de linfocitos T esta disminuido como consecuencia de la
expansion del clon leucémico, en muchos pacientes se observa un aumento en
su numero absoluto. Cabe destacar, asimismo, que en una gran proporcion de
los enfermos, existe una expansion oligoclonal tanto en las poblaciones T CD4"

+ HL112 g6 ha encontrado una alteracién en la relacién de las

como en las CD8
subpoblaciones T CD4"/CD8" en la sangre periférica de los pacientes, por un
aumento de las células CD8" circulantes debido a una prevalencia de las CD4" en
la médula ésea y en los ganglios comprometidos. Justamente en esos sitios, los
linfocitos T de los pacientes LLC estarian participando en la formacion de los
centros proliferantes donde, tal como fue mencionado anteriormente, al

interaccionar con las células leucémicas favorecen la progresion de la

enfermedad.
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Por otro lado, se ha reportado que los mitdgenos convencionales como
PHA (phytohaemagglutinin) o PWM (pokeweed mitogen) inducen una menor
activacion y proliferacion en los linfocitos T de pacientes LLC en comparacion a
los dadores normales. Asimismo, se ha reportado que los linfocitos T de
pacientes con LLC tienden a producir un perfil de citoquinas TH2, con
predominio de la citoquina anti-apoptética IL-4 '3, otra evidencia que resalta el
papel central que juegan los linfocitos T en los procesos que llevan a la
acumulacion del clon leucémico in vivo. Sorprendentemente, serian las propias
células LLC las que modifican las caracteristicas funcionales de los linfocitos T
gue las acompanan. En este sentido, se ha reportado que factores producidos
por las células LLC inducen una diferente produccion de citoquinas y fallas en la

114,115

capacidad proliferativa y en la funcionalidad de los linfocitos T . Por otro

lado, Roth y colaboradores han reportado recientemente que los linfocitos T de

116
, los

los pacientes ZAP-70" y ZAP-70" difieren en el largo de sus telémeros
cuales se van reduciendo en la medida que las células proliferan. En este
trabajo, los autores demuestran que la historia replicativa de las células T de los
pacientes ZAP-70" es significativamente mayor a las de los linfocitos T de los
pacientes ZAP-70" debido a que el largo de los teld6meros es menor en las células
T del primer grupo de pacientes. Esto demuestra una mayor expansion de las
células T en los pacientes de mal prondstico y sugiere un posible rol de las
mismas en la progresion de la enfermedad que caracteriza a esos pacientes. En
este sentido, recientemente se ha comprobado el papel central que posee in
vivo la activacion y proliferacion de los linfocitos T para la enfermedad en un
elegante modelo de ratones donde se realiza una transferencia adoptiva de
células mononucleares de pacientes LLC. En estos ratones, la proliferacion y
sobrevida del clon leucémico se observa si y solo si los linfocitos T CD4" de los
pacientes (que acompafian al clon leucémico en las muestras de células

mononucleares que se inoculan a los ratones) se activan por reconocer

aloantigenos . En su conjunto, los resultados presentados en ese trabajo
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demuestran el papel central que juegan los linfocitos T en la patogénesis y

progresion de la LLC.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

Por lo expuesto anteriormente queda claro el papel central que poseen los
linfocitos T CD4" y la quimiocina CXCL12 en la LLC. A pesar de que los linfocitos T
y el CXCL12 conviven en los centros proliferantes de los pacientes LLC, no
habian sido estudiadas hasta el presente las consecuencias que trae a los
linfocitos T contactar con dicha quimiocina. Por eso, el objetivo general de este
proyecto fue estudiar el papel que poseen las sefiales del microambiente en la
patogénesis de la LLC, centrandonos en el impacto de la quimiocina CXCL12

sobre los linfocitos T que acompana al clon leucémico.

Como objetivos particulares nos propusimos:

1. Evaluar la capacidad migratoria de los linfocitos T de los pacientes con

LLC en respuesta al CXCL12.

2. Estudiar la capacidad del CXCL12 de aumentar la activacion y
proliferacién de los linfocitos T CD4" de pacientes con LLC y su

consecuencia sobre la activacion y proliferacion del clon leucémico.

3. Determinar el efecto del co-cultivo con células mieloides del tipo nodriza
(nurse like cells; NLC) sobre la activacion y proliferacion de los linfocitos

T CD4" de pacientes LLC autdlogos.

Nuestra hipoétesis de trabajo supone que el CXCL12 producido por las NLC
y/o células estromales dentro de los érganos linfaticos de los pacientes con LLC
favorece el reclutamiento de linfocitos T y que, una vez alli, el CXCL12 actua
como un factor coestimulante para los linfocitos T CD4*, aumentando su
activacion y proliferacién y la consecuente expansion del clon leucémico y
progresion de la enfermedad. Creemos que el estudio de factores y mecanismos
que favorecen la proliferacion del clon leucémico, contribuira en un futuro al
desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas que logren curar la LLC o al

menos controlar el avance de la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos generales y anticuerpos.

a. Tampon fosfato salino (PBS)
Solucién preparada con NaCl 0,138M, KCl 0,027M, Na,HPO, 0,078M y KHPO,
0,015M; pH=7,4. Las marcaciones de células con anticuerpos para evaluacién
por citometria de flujo se realizaron con PBS con 0,5/ de seroalbimina bovina

(BSA) de Weiner Laboratorios (Santa Fé, Argentina)

b. Solucidn de Turk para el recuento de células.
La solucidn se prepard con violeta de genciana (100mg), acido acético glacial
(31,25ml) y agua destilada (c.s.p. 500ml). Para el recuento de células se

realizaron diluciones de esta solucidn y se conté en cdmara de Neubauer.

c. Medio de cultivo
Se utilizé medio RPMI 1640 de Life Technologies (Grand Island, NY, USA)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10/ para el medio completo o 1/
para las activaciones, y con 100 U/ml penicilina o 100 pg/ml estreptomicina,

todos de GIBCO Laboratories (Grand Island, USA).

d. Solucion de Ficoll-Triyosom
Para la purificacion de células mononucleares de sangre periférica se utilizé una
solucidn isotdnica de Ficoll 400 de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, USA) y
Triyosom 50 (aminotrizoato sédico 50/ ) de Justesa Imagen Argentina S.A (Bs.As.

Argentina), densidad 1,077 g/|.

e. Anticuerpos, perlas magnéticas y quimiocinas
La quimiocina CXCL12/SDF-1 de PeproTech (DF, Mexico). Los siguientes
anticuerpos fueron obtenidos de BD Bioscience, Pharmigen (CA, USA):
anticuerpos monoclonales (mAcs) conjugados a Isotiocianato de Fluoreseina

(FITC)-, Ficoeritrina (PE)- o Peridinin Chlorophyll Protein Complex (PerCP-
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Cy™5.5)-especificos para CD3 (clon SK7), CD4 (clon RPA-T4 and clone SK3), CD8
(clon HIT8a), CD19 (clon SJ25C1), CXCR4 (clon 12G5), CXCR7 (8F11-M16), CCR7
(clon 4B12), CD38 (clon HB7), IFNy (clon 4S.B3), CD40L (clon TRAP1), ZAP-70
(clon 1E7.2), cadena liviana kappa de Ig (clon G20-193), cadena liviana lambda
de Ig (clon JDC-12) y anticuerpos con especificidad irrelevante (controles de
isotipo). mAc para CD56 (clon N901) conjugado a PE se obtuvo de Immunotech
(Marseille, Francia) y el mAb especifico para CD19 conjugado a FITC (clon HIB19)
de BioLegend (San Diego, CA, USA). El Carboxyfluorescein succinimidyl ester

(CFSE) se obtuvo de Invitrogen Argentina Ltd (Bs. As. Argentina).

Para la purificacion de linfocitos T se usaron mAcs especificos para CD19
(clon HIB19), CD14 (clon M5E2) y CD56 (clon B159) de Immunotech y perlas
magnéticas de Pierce (Rockford, IL, USA). El anticuerpo bloqueante para CXCR4
(clon 12G5) fue gentilmente donado por la Dr. Ana Ceballos del Centro Nacional
de Referencia para SIDA, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires
(Argentina). Para la activacion de linfocitos Ty para la purificacion de linfocitos B
se usaron mAc especificos para CD3 humano (clon UCHT1) donado por la Dra.
Claire Hivroz del Institut Curie (Paris, Francia). Para las marcaciones nucleares se
usaron los colorantes TO-PRO®-3 de Invitrogen (Bs. As. Argentina) y loduro de
propidio de Sigma Aldrich (Bs. As. Argentina). La Brefeldina A (BD GolgiPlug™) y
la monensina (BD GolgiStop™) se compraron a BD Biosciences. El
Dimetilsulfoxido (DMSO) se obtuvo de Sigma Aldrich. Para las marcacion
intracitoplasmatica de ZAP-70, CXCR7 e IFN y se utilizé el Kit Fix&Perm de Caltag
Laboratories (Burlingan, USA). Para la marcacién de f-actina se utilizd
Phalloidina FITC y 1-a-lysophosphatidylcholine (LPC) ambos de Sigma Aldrich
(Saint Louis, MO, USA).

2. Obtencion de células LLC y de dadores sanos

El estudio se llevé a cabo con muestras de sangre periférica de pacientes LLC

evaluados al diagnodstico y durante el curso de la enfermedad que son atendidos
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en la Seccién de Clinica Médica del Instituto de Investigaciones Hematoldgicas
(Academia Nacional de Medicina), Hospital Bancario, Hospital Alvarez. Las
muestras de dadores sanos pertenecen a pacientes que se atienden en la
Seccion de Clinica Médica del Instituto de Investigaciones Hematoldgicas y
corresponden a dadores de edad similar a la de los pacientes con LLC. En todos
los casos tanto los pacientes como los dadores sanos fueron informados acerca
de los objetivos del estudio y dieron su consentimiento por escrito. El presente

proyecto se encuentra avalado por el comité de Etica de nuestra Institucion.

a. Obtencion de células mononucleares y criopreservacion de las

muestras.

Las células mononucleares totales (CMT) fueron obtenidas a partir de muestras
de sangre periférica recogidas sobre heparina. La sangre entera se diluyd a la
mitad en soluciéon fisiolégica y fue sembrada sobre una solucién de Ficoll-
Triyosom, este sistema bifasico fue centrifugado a 1500 rpm durante 30
minutos a 5°C. Luego se recogio la interfase conteniendo a las CMT y se las lavo
dos veces con solucidn fisioldgica centrifugando por 10 minutos, una vez a 1500
rom y otra a 800 rpm. Las CMT fueron finalmente re-suspendidas en medio

RPMI 10/ SFB.

Las muestras de CMT fueron utilizadas en el mismo dia o re-suspendidas en
SFB 20/ DMSO vy criopersevadas en tanque de nitrégeno liquido. La viabilidad
de las muestras utilizadas luego de la criopresrvacion se evalué mediante
microscopia de florescencia utilizado el colorante ioduro de propidio-naranja de
acridina, las muestras con porcentajes de necrosis y apoptosis mayores a 10

fueron descartadas.
b. Purificacion de linfocitos Ty B.

Los linfocitos T de pacientes con LLC se purificaron a partir de CMT por seleccién

negativa utilizando anticuerpos especificos para CD19, CD14 y CD56 y perlas
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magnéticas como se describié anteriormente °’. Brevemente las CMT se
incubaron con los anticuerpos especificos para CD14, CD56 y CD19 por 30
minutos a 4°C, luego se lavaron las células dos veces con medio RPMI 1/ SFB y
se incubaron con las perlas magnéticas recubiertas con IgG anti-ratdn segun las
instrucciones del fabricante. La pureza de las células se determiné por
citometria de flujo, marcando a las células purificadas con anticuerpos
especificos para CD3 y analizando el porcentaje de células CD3". Se trabajo con

una pureza superior al 90/ .

La purificacién de linfocitos B de pacientes con LLC (LLCp) también se
obtuvo por seleccion negativa utilizando anticuerpos especificos para CD14,
CD56, CD3 y CD2 y perlas magnéticas. La pureza de las células B se verificd por
citometria de flujo utilizando anticuerpos anti CD19 PerCP. La pureza obtenida

fue siempre mayor o igual al 99/ .

En todos los casos una vez obtenidas las CMT, o los linfocitos purificados
y antes de realizar los ensayos funcionales, las células se cultivaron (1 x 10°
células/ml) por 2 horas en medio completo en estufa gaseada a 37°C para

.z 2,11
recuperar la expresion de CXCR4 32,118

3. Ensayos de migracion de los linfocitos T en respuestas al CXCL12.

Para los ensayos de quimiotaxis se utilizaron Transwells de Corning
Incorporatred (NY, USA) de 24 pocillos, con membranas de policarbonato de 6,5
mm de diametro y poros de 5 um. En el compartimiento inferior se colocé 600
ul de medio RPMI 1640 (1/ SFB,100 pg/ml estreptomicina) conteniendo a la
guimiocina correspondiente CXCL12 y en el compartimiento superior se
colocaron 1x10° de CMT en 100 ul del mismo medio. Como control se colocé en
otro pocillo 600 pl de medio solo (sin quimiocina) en el compartimiento inferior
y la misma cantidad de células en el compartimiento superior. Cada

experimento se realizé por duplicado.
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La placa se dejo en estufa bajo una atmodsfera constituida por 5/ de CO,
y 95/ de aire humedo a 37°C durante 2 horas. Pasado el tiempo se recolectaron
las células que migraron hacia el compartimiento inferior y se marcaron con
anticuerpos especificos para CD3 PerCP, CD56 PE y CD4 FITC. El recuento de
estas células se realizd por citometria de flujo, determinando el nimero de

119 . . . . s ,
. El indice de migracién se calculd

células que son adquiridas en un minuto
como el porcentaje de células que migraron al pocillo con quimiocina con
respecto al nimero de células que migraron espontaneamente (control sin

120" Analizando los marcadores CD3, CD56 y CD4 por citometria de

guimiocina)
flujo, en cada caso se determind el porcentaje de migracidon de la poblacion T

total (CD3%56).

Con el fin de determinar la concentracion éptima de las quimiocinas a
utilizar en los ensayos de migraciéon de linfocitos T, se realizaron ensayos de
migracion con CMT de pacientes con LLC y de dadores normales con distintas
concentraciones de CXCL12 (10, 100, 1000 y 3000 ng/ml). Se eligi6 como
concentracion de quimiocina dptima aquella con la cual se obtuvo mayor

migracion de linfocitos T (1000 ng/ml).

4. Internalizacion del CXCR4 en respuesta al CXCL12.

Se analizdé la disminucidon en la expresion del CXCR4 sobre los linfocitos T en
respuesta al contacto con su ligando, en funcién del tiempo de exposicidon y de

la concentracion de CXCL12.

Para evaluar la disminucién en la expresion del CXCR4 luego del
contacto con el CXCL12 (1000 ng/ml) en funcién del tiempo, se trabajo con CMT
de pacientes LLC y de dadores normales. Las CMT (1x10° células) fueron
cultivadas en 300 pl de medio RPMI (1/ SFB) a 37°C, en bloque térmico, en
ausencia (control) o presencia de CXCL12 (1000 ng/ml). La incubacion fue

detenida con PBS frio a los 0, 2, 5, 15, 30 y 60 minutos, se incubd con
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anticuerpos anti CXCR4 PE, CD56 FITC y CD3 PerCP por 30 minutos a 4°C, se lavd
dos veces con PBS frio y se adquirid en el citdmetro de flujo. La disminucidn en
la expresion del CXCR4 por el tratamiento con el CXCL12 se estimo para cada

tiempo como porcentaje de expresion con respecto al control sin CXCL12.

Por otro lado se evalué la disminucién en la expresion del CXCR4 luego
del contacto con su ligando en funcién a la concentracién del mismo. Para esto
1x10° CMT de pacientes con LLC fueron cultivadas en 300 ul de medio RPMI (1/
SFB) a 37°C, en bloque térmico, en presencia de CXCL12 (0, 10, 100 y 1000
ng/ml) por 60 minutos. Luego la incubacién fue detenida con PBS frio, se incubd
con anticuerpos anti CXCR4 PE, CD56 FITC y CD3 PerCP por 30 minutos a 4°C, se
lavd dos veces con PBS frio y se adquirio en el citdmetro de flujo. La
disminucion en la expresion del CXCR4 por el tratamiento con el CXCL12 se
estimé cdmo porcentaje de expresion (MIF) para cada concentracion con

respecto a la expresion del control sin CXCL12.
5. Polimerizacion de actina.

Para determinar el aumento de F-actina en los linfocitos T luego del tratamiento
con CXCL12 se trabajo con linfocitos T purificados (LTp) a partir de CMT de
pacientes con LLC y de dadores normales tal como se describié en el punto 2b
de Materiales y Métodos. Luego de la incubacion a 37°C para la recuperacion de
la expresién del CXCR4, 0,5 x10° de LTp fueron incubados en 100 pl de medio
RPMI 1/ a 37°C en bloque térmico en ausencia (control) o presencia de CXCL12
(1000 ng/ml) por diferentes tiempos (15, 30 y 300 segundos), la incubacion se
detuvo agregando 25 pl de una solucidon de Paraformaldehido 18/, LPC 0,5
mg/ml y Phalloidina FITC 4x10” M. Las células se incubaron en oscuridad a 37°C
por 10 minutos, luego se lavaron dos veces con solucidn fisiologica y se
adquirieron en el citdmetro de flujo. La polimerizacién de actina se calculé cémo
la MIF de Phalloindina FITC en las células tratadas con CXCL12 por distintos

tiempo con respecto al control (sin CXCL12).

43



MATERIALES Y METODOS

6. Experimentos de co-cultivos.

Para los experimentos de co-cultivos, LTp de pacientes con LLC se cultivaron en
medio solo o con LLCp en una relacion 1:4 (cultivos LTp+LLCp). Luego se
realizaron ensayos de quimiotaxis al CXCL12 (1000 ng/ml) cdmo se describid
anteriormente con los cultivos frescos o con los cultivos luego de 48hs de
incubacién en estufa a 37°C. La migracidn de las células CD3" se determiné como
el / migracion (punto 3 de Materiales y Métodos) de los linfocitos T en los

cultivos de LTp con respecto a la migracion de los cultivos LTp+LLC.

Luego de las 48 horas de cultivo también se determind la expresion del
CXCR4 como se describe en punto 9 de Materiales y Métodos. La viabilidad se
determiné usando microscopia de fluorescencia y tincidn con naranja de
acridina y bromuro de etidio como se describié anteriormente 121 |3 viabilidad

de los cultivos incluidos en este experimento fue siempre superior al 75/ .
7. Ensayos de coestimulacion de linfocitos T

Seguidamente las células se trataron o no con la concentraciéon dptima de
CXCL12 (1pg/ml), la cual habia sido previamente determinada mediante ensayos

.. . . . 11
de quimiotaxis con linfocitos T **2

. Luego de dos horas de cultivo, las células se
transfirieron a una placa de 48 pocillos con anti-CD3 (o el correspondiente
control de isotipo) inmovilizado en el fondo del pocillo (500 ng/pocillo). Para los
experimentos donde se bloqued el receptor para CXCL12, el CXCR4, las CMT se
pre incubaron con 50 pg/ml del anticuerpo anti-CXCR4 (12G5) a 37°C por 1 hora

antes del tratamiento con CXCL12.
8. Obtencidn de células de tipo nodriza (nurse like cells, NLC)

La diferenciacién de células tipo nodriza (NLC) se realizd tal como estd descripto

110

en la literatura '°. Brevemente, se cultivaron 2 x 10° de CMT de sangre

periférica de pacientes con LLC en 1 ml de medio completo en una placa de 24
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pocillos. Luego de 14 dias de cultivo en estufa gaseada a 37°C se retiraron
suavemente las células no adherentes y las NLC (células grandes, redondeadas y
adherentes) se usaron para los experimentos de coestimulacién. Para estos
experimentos se descongelaron CMT de pacientes con LLC criopreservadas
como se detalla mas arriba, y se cultivaron por dos horas sobre las NLC
autologas o solas. Luego, se agregaron particulas de poliestireno recubiertas con
anti-CD3 o con el correspondiente control de isotipo, para evaluar la expresién
de CD25 y CD69 sobre los linfocitos T CD4" luego de 24 horas. Para los
experimentos de bloqueo del CXCR4, las CMT se pre incubaron con 50 pg/ml de
anticuerpo anti-CXCR4 (12G5) a 37°C por 1 hora antes del cultivo de NLC.

9. Citometria de flujo.

Los estudios de citometria de flujo se realizaron utilizando un citémetro de flujo
Becton Dickinson de Becton Dickinson Immunocytometry System (San Jose, CA,
USA). Los datos fueron analizados empleando el software CellQuest de Becton
Dickinson. Las células luego de las marcaciones se lavaron con PBS y se re
suspendieron en Buffer Isoflow de Becton Dickinson para ser analizadas

inmediatamente en el citbmetro FACScan.
a. Determinacion de la expresion de ZAP-70 por citometria de flujo.

Para la determinacion de ZAP-70 en las células leucémicas, las CMT se fijaron y
permeabilizaron utilizando el Kit Fix&Perm (Caltag Laboratories) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Los linfocitos se marcaron, antes de fijarlos, con
anticuerpos contra CD3 y CD56 marcados con PE y con anticuerpos contra CD19
marcados con Cy. Posteriormente se utilizdé un anticuerpo monoclonal
especifico para ZAP-70 acoplado a FITC. Se utilizaron las poblaciones de
linfocitos T y de células NK para establecer una linea de corte y asi cuantificar el
porcentaje de linfocitos CD19" (linfocitos B, >98/ células LLC) que expresan

ZAP-70. El analisis de las células CD19" nos permitié corroborar el resultado.
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Consideramos que un paciente es positivo para ZAP-70 cuando presentd un 20/

6 mas de linfocitos B que expresen ZAP-70 ®.
b. Determinacidn de la expresion de CD38 por Citometria de flujo.

Para determinar la expresiéon del marcador CD38 sobre las células leucémicas de
los pacientes se marcaron a las CMT con anticuerpos especificos para CD19

PerCP y para CD38 PE o el correspondiente control de isotipo.

Para determinar la expresién de CD38 en las células T se siguid el mismo
protocolo cambiando el anticuerpo para CD19 por uno especifico para CD3
PerCP. Se analizé la expresion de CD38 en la poblacién CD3" obteniéndose la

media de intensidad de fluorescencia (MIF).

c. Determinacion de la expresion de CD3, CD38, CD45, CD3, CXCR4, CXCR7

y CCR7 en los linfocitos T por Citometria de flujo.

Para comparar la expresion de CD3 sobre los linfocitos T se marcaron CMT de
pacientes con LLC y de dadores normales con anticuerpos especificos para CD3
PerCP y se analizd por citometria de flujo, obteniéndose la media de intensidad
de fluorescencia (MIF) para CD3.

Para estudiar la expresion de CD38 y CD45 sobre linfocitos T se marcaron
CMT de pacientes con LLC y de dadores normales con anticuerpos especificos
para CD3 PerCP y para CD45 PE, CD38 PE o con el correspondiente control de
isotipo. Se analizé las MIF para CD38 y CD45 sobre los linfocitos CD3".

La expresidon de CXCR4, CXCR7 y CCR7 en linfocitos T CD4" se evalud
mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos especificos para los
receptores de quimiocinas (PE) o el correspondiente control de isotipo (PE),
para CD3 (PerCP) y para CD4 (FITC) o para CD56 (FITC). Para determinar la
expresion basal de CXCR4, las CMT luego de su obtencion fueron cultivadas en
medio completo por dos horas a 37°C para recuperar los niveles del receptor 2.

Para comparar la expresiéon de CXCR4 luego del co-cultivo con NLCs, las CMT
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fueron cultivadas en medio completo por 14 dias para la diferenciacién de NLC
como se describié mas arriba. Al cabo de los 14 dias las células no adherentes se
recolectaron, se lavaron y se cultivaron nuevamente sobre las NLC o solas. A las
24 horas de cultivo se evalud la expresion de CXCR4 por citometria de flujo en

los linfocitos T CD4" que fueron cultivados con las NLC o solos.

Para determinar la expresion intracelular de CXCR7 se incubaron a las
células en primer lugar con los anticuerpos especificos para los marcadores de
membrana, luego las células se fijaron y permeabilizaron utilizando el kit
comercial Fix&Perm (Caltag Laboratories), y luego se incubaron 30 minutos con

el anticuerpo para CXCR7 o el control de Isotipo.

d. Determinacidon de la expresion de CD69, CD25, CD154, IFNy, en los
linfocitos T CD4" activados en presencia o ausencia de CXCL12 por

citometria de flujo.

La expresién de CD25 y CD69 sobre los linfocitos T CD4" se evalud por citometria
de flujo luego de 24 horas de cultivo con los diferentes tratamientos. Para esto
las CMT o linfocitos T purificados se marcaron con anticuerpos especificos para
CD25, CD69 o el correspondiente control de isotipo conjugado a PE vy

anticuerpos especificos para CD4 conjugado con FITC.

La molécula CD154 (CD4O0L) es expresada en la superficie de los LT CD4"
luego de ser activados a través de su TCR. La deteccion del CD154 en la
membrana de los LT CD4" presenta ciertas limitaciones, dado que luego de ser
expresada, la molécula CD154 es rapidamente endocitada y degradada o
secretada al medio extracelular. Es por esto que para poder detectar la
expresion del CD154 en LT activados utilizamos un método previamente
descripto %, en el que se agrega al cultivo durante la activacién el anticuerpo
especifico para CD154 marcado con FITC junto con monensina. La monensina

impide que el CD154 marcado con el anticuerpo se degrade o sea secretado. El
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protocolo consiste brevemente en agregar durante el cultivo anticuerpos
especificos para CD154 (FITC) junto a 2 uM de monensina, luego de 24 horas las
células se recolectaron y marcaron con anticuerpos especificos para CD4 (PE) y

se evalud por citometria de flujo.

La expresidn intracelular de IFNy se midid agregando Brefeldina A (10
ug/ml) durante las ultimas 4 horas de cultivo para inhibir la secrecion de la
citoquina. Las células que produjeron IFNy se detectaron luego de 24 horas por

citometria de flujo usando anticuerpos especificos para IFNy (PE) y CD4 (FITC).

Se midié la expresidon de CD3 en linfocitos T CD4" tratados o no con
CXCL12 (1pg/ml) por dos horas usando anticuerpos especificos para CD3, o el

correspondiente control de isotipo, (PerCP), para CD4 (FITC) y para CD56 (PE).

e. Evaluacién de la proliferaciéon de los linfocitos CD19" y T CD4" por

citometria de flujo.

Para evaluar la proliferacién de las poblaciones CD19" y T CD4", se utilizé el

método de dilucién de CFSE 2>

. Para esto, las CMT se marcaron con 5 uM de
CFSE por 20 minutos en estufa a 37°C vy se lavaron 3 veces con medio RPMI 1640
5/ de SFB. Luego las células se incubaron por 2 horas en presencia o ausencia
de CXCL12 (1 pg/ml) y mas tarde fueron transferidas a una placa de 48 pocillos
con anticuerpo anti-CD3 o el correspondiente control de isotipo inmovilizado en
el fondo (1 pg/pocillo). En el caso de los cocultivos con NLC, las CMT
descongeladas se marcaron con CFSE de la misma manera y se cultivaron como
se describio mas arriba. Luego de 5 dias de cultivo, las células se recolectaron,
se lavaron y marcaron con anticuerpos especificos para CD4 o CD19 (PerCP) y se
adquirieron en el citdmetro de flujo. El porcentaje de células que habia
proliferado se determiné evaluando el porcentaje de los linfocitos CD19" o CD4*

con baja expresién de CFSE (comparada con la expresion de CFSE del dia antes

de iniciar el cultivo) dentro de la regién de linfocitos viables.
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10. Microscopia confocal

Las CMT de pacientes con LLC se cultivaron utilizando el sistema de camara de
cultivo de LABTEK (chamber slide), que consta de un portaobjetos con pocillos
aptos para el cultivo celular en una concentracién de 1 x 10° de CMT en 0,3 ml
de medio completo. Al cabo de 14 dias de cultivo, las células no adherentes se
descartaron y las NLC se cultivaron con CMT autélogas descongeladas. Luego de
24 horas las células adheridas se lavaron suavemente con PBS, se fijaron con
paraformaldheido 3/ en PBS por 30 minutos, se trataron con glicina 0,1 M en
PBS por 10 minutos, se lavaron dos veces y se marcaron con anticuerpos
especificos para CD19 y CD4 (FITC o PE). Las marcaciones de los nucleos se
realizaron con los colorantes TOPRO-3 o loduro de Propidio. Luego se montaron
cubreobjetos sobre los portaobjetos utilizando Fluoromount G. Las imdagenes
fueron adquiridas en un microscopio confocal FluoView FV1000 (Olympus,
Tokio, Japdén) usando un objetivo Plapon 60 X 1.42 NA de inmersidn en aceite y

las imagenes fueron analizadas utilizando el software de Olympus FV10-ASW.
11. Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 5.0.
La significancia estadistica se determind utilizando los test no paramétricos:
Wilcoxon signed rank test o Mann Whitney test para comparar entre muestras
pareadas o no pareadas respectivamente. La significancia de los pocentajes de
migracion con respecto al control se analizo utilizando la prueba Wilcoxon
signed rank test. Los valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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El presente estudio fue llevado a cabo en el Laboratorio de Inmunologia
Oncolédgica del Instituto de Medicina Experimental de la Academia Nacional de
Medicina de Buenos Aires (IMEX CONICET-ANM) con pacientes LLC evaluados al
diagndstico y durante el curso de la enfermedad que son atendidos en la
Seccién de Clinica Médica del Instituto de Investigaciones Hematoldgicas
(Academia Nacional de Medicina), Hospital Bancario y Hospital Alvarez (rango
de edad de los pacientes LLC: 41-86, media: 67 afos). Las muestras de dadores
sanos de edad y sexo similar pertenecen a pacientes que se atienden en la
Seccion de Clinica Médica del Instituto de Investigaciones Hematoldgicas (rango
de edad de los dadores sanos: 45-80, media: 68 afios). En todos los casos tanto
los pacientes como los dadores sanos fueron informados acerca de los objetivos
del estudio y dieron su consentimiento por escrito. Los pacientes incluidos en el
estudio no fueron tratados o se encontraban libres de tratamiento por al menos
6 meses previo a la extraccion de la muestra. El proyecto contd con el aval del

Comité de Etica de la Academia de Medicina de Buenos Aires.
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RESULTADOS OBIJETIVO N21

1. Los linfocitos T de los pacientes LLC migran menos en respuesta al
CXCL12 en comparacion a los linfocitos T provenientes de dadores

Sanos.

Tal como mencionamos anteriormente nuestro primer objetivo fue evaluar la
capacidad migratoria de los linfocitos T de los pacientes con LLC en respuesta al
CXCL12. Para ello realizamos ensayos de migracion con células mononucleares
totales (CMT) de pacientes con LLC tal como se detalla en la seccion Materiales
y Métodos. Para estos ensayos se utilizaron placas de 24 pocillos (Transwells)
que poseen dos compartimentos separados por una membrana de
policarbonato de 6,5 mm de didmetro y poros de 5 um. Las CMT de los
pacientes LLC se sembraron en el compartimiento superior y en el
compartimiento inferior se dispuso el medio de cultivo solo (control) o el medio
de cultivo suplementado con la quimiocina. En este sistema, las células capaces
de responder a la quimocina migran desde el compartimiento superior,
atravesando la membrana, hacia el compartimiento inferior. El ensayo se
detuvo luego de 2 horas de cultivo a 37°C en estufa gaseada y las células
presentes en el compartimiento inferior fueron recolectadas para su posterior
recuento y marcacion. El recuento de las células que migraron al
compartimiento inferior se realizé por citometria de flujo, determinando el
numero de células adquiridas en un minuto (143) y la marcacién se realizd
empleando anticuerpos especificos para CD3 PerCP, CD56 PE y CD4 FITC. El
porcentaje de migracion de linfocitos T totales (CD3°CD567) se calculd
relativizando el numero de células que migraron al compartimento inferior en
respuesta a la quimocina respecto al numero de células que migraron en
ausencia de la misma (control) (144). Con el objetivo de encontrar la
concentracion optima de CXCL12 para los linfocitos T realizamos ensayos de

migracion con concentraciones crecientes de CXCL12 (0, 10, 100, 1000 y 3000
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ng/ml). En la Figura 6 se muestra la curva de migracion obtenida con linfocitos T
de pacientes LLC en respuesta al CXCL12, la cual presenta el clasico aspecto de
curva bifasica que caracteriza a la respuesta migratoria que inducen las
guimiocinas. Tal como puede observarse, obtuvimos una migracion
significativamente mayor con respecto al control para los 100, 1000 y 3000
ng/ml de CXCL12. El mayor porcentaje de migracidn de linfocitos T se obtuvo
con 1000ng/ml de CXCL12, mientras que las células CD19" de las mismas
muestras presentaron, tal como estd descripto, una migracion maxima con

108

100ng/ml (no mostrado) ~ . A partir de estos resultados, decidimos emplear

1000ng/ml para los préximos ensayos.
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Figura 6. Curva de migracién de linfocitos T (LT) de pacientes con LLC en respuesta al
CXCL12. Se realizaron ensayos de quimiotaxis en Transwells con CMT de pacientes con
LLC tal como se detallo en la seccion Materiales y Métodos. Brevemente, en el
compartimento superior del Transwell se colocaron las CMT, y en compartimento
inferior se coloco medio solo (control) o medio con concentraciones crecientes de la
quimiocina CXCL12 (10, 100, 1000 y 3000 ng/ml). Luego de dos horas de incubacion a
37°C, se recuperaron las células que migraron al compartimento inferior, se las marco
con anticuerpos especificos para CD3 y CD56 y se determind el numero de células por
citometria de flujo. La migracion de LT se expresa en porcentaje y se calculé como el
numero de LT (CD3'CD56) que migraron en respuesta a la quimiocina con respecto al
numero de células que migraron espontdneamente (control sin quimiocina). En la
figura se muestran las medias * ES de la migracion obtenida con cada concentracion de
CXCL12 para los 10 pacientes LLC. *estadisticamente significativo, p<0,05; vs control sin
quimiocina, Wilcoxon Signed Rank Test.
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A modo de control corroboramos que la pre-incubacién de las células
con el CXCL12 inhibiera su capacidad de migracion en los esayos in vitro. Esto se
debe a que uno de los eventos transduccionales que se produce a consecuencia
de la interaccion del CXCL12 con su receptor, el CXCR4, es la endocitosis del
mismo . Por eso, como era de esperar, al pre-tratar a las CMT de los pacientes
con CXCL12 observamos una fuerte disminucidén en la expresién del CXCR4 en
los linfocitos T (Figura 7 A) y una inhibicidn en su respuesta migratoria hacia la
quimiciona (Figura 7 B). Ademas, el pre-tratamiento de las células con un
inhibidor especifico del CXCR4, el compuesto AMD3100, también inhibid Ia
migracion en respuesta al CXCL12 (Figura 7 B). Estos resultados demuestran que
el CXCR4 esta involucrado en la migracion de los linfocitos T de los pacientes LLC
hacia el CXCL12. Por ultimo, quisimos determinar si la mayor presencia de
linfocitos T en el compartimento inferior de los Transwells inducido por el
CXCL12 era debido a un proceso de quimiotaxis, es decir una respuesta
direccional de las células en funcidon de la concentracién de su ligando o era
consecuencia de un proceso de quimioquinesis. En este ultimo caso las células
no se movilizan en forma direccional sino que incrementan su motilidad en
forma aleatoria. Para estudiar este punto realizamos los ensayos de migracién
en las condiciones antes mencionadas, en presencia o ausencia de CXCL12 en el
compartimento superior del Transwell. Tal como puede verse en la Figura 7 C,
cuando suplementamos con la misma concentracién de CXCL12 el
compartimento superior e inferior, la ausencia del gradiente inhibié Ia
migracion de las células al compartimento inferior. Tampoco se incrementd el
numero de células en el compartimento inferior cuando sélo pusimos CXCL12
en el compartimento superior. En su conjunto, estos resultados demuestran que
el CXCL12 induce la quimiotaxis y no la motilidad al azar (quimioquinesis) de los

linfocitos T de los pacientes LLC.
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Figura 7. La migracion de linfocitos T (LT) de pacientes con LLC en respuesta al
CXCL12 esta mediada por el CXCR4. Las células mononucleares (CMT) de sangre
periférica de 6 pacientes con LLC fueron pre-tratadas por 1 hora con el inhibidor
especifico para CXCR4 (AMD3100, 40uM) o con CXCL12 (1ug/ml) y luego se realizaron
ensayos de migracion en Transwells en respuesta al CXCL12 (1ug/ml) tal como se
detallé en Materiales y Métodos. A. Se evalud la expresion de CXCR4 en los LT de
pacientes con LLC luego de 1 hora de cultivo en medio solo o con CXCL12. Como era de
esperar el tratamiento con CXCL12 indujo la disminucion de la expresion de CXCR4. En
la figura se muestra un histograma representativo para la expresion de CXCR4 sobre los
LT de un paciente LLC. El inhibidor AMD3100 inhibe el pegado del anticuerpo especifico
para CXCR4 clon 12G5, por lo que no se pudo determinar la expresion de CXCR4 en las
células tratadas con el inhibidor. B. Se muestran la media * ES del / de migracion de LT
en respuesta al CXCL12 en cada caso. La migracion espontdnea (control) fue tomada
como 100/ . C. Se realizaron ensayos de migracion en respuesta al CXCL12 (1ug/ml)
suplementando ademds el compartimento superior con o sin CXCL12 en la misma
concentracion. Se muestran la media *+ ES del / de migracion de LT en cada caso,
siempre relativizando con la migracion espontdnea (control) que fue tomada como
100/ . NS: estadisticamente no significativo, *p<0,05, Wilcoxon Signed Rank test,
CXCL12 vs control.

Cuando comparamos la capacidad migratoria de los linfocitos T de los

pacientes con la respuesta que mostraban los linfocitos T provenientes de
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dadores sanos de edad y sexo similar, observamos que los primeros responden

menos al CXCL12 en comparacion a los dadores sanos (Figura 8).
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Figura 8. Migracion de linfocitos T (LT) de pacientes LLC y dadores sanos en respuesta
al CXCL12. Se realizaron ensayos de quimiotaxis en Transwells con CMT de pacientes
con LLC (n=28) y de dadores sanos de edad y sexo similar (n=18) en respuesta a la
concentracion éptima de CXCL12 para la migracion de LT (1ug/ml), tal como se detallé
en Materiales y Métodos. En el grdfico se muestra para cada muestra el numero de
células T (CD3°CD56°) que migraron en presencia de las quimiocina relativizadas al
numero de linfocitos T que migraron en forma espontdnea (control). *Estadisticamente
significativo, p<0,0001 Mann Whitney test.

La causa mas sencilla que podria explicar estas diferencias en la
migracion de los linfocitos T al CXCL12 podria involucrar una distinta expresién
de su principal receptor, el CXCR4 *?, o del otro receptor para CXCL12 descripto
mas recientemente, el CXCR7 *°. Sin embargo, al evaluar su presencia en los
linfocitos T de pacientes LLC y dadores sanos por citometria de flujo
encontramos que ambos grupos expresan niveles similares de los mismos
(Figuras 9 y 10). Vale la pena mencionar que no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas al evaluar comparativamente la migracion vy la
expresion de CXCR4 y CXCR7 entre los linfocitos T CD4" y TCD8" (resultados no

mostrados).
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Figura 9. Expresion del receptor para CXCL12, el CXCR4, en LT. A. Se evalué por
citometria de flujo la expresion de CXCR4 sobre los LT de sangre periférica tal como se
detallé en la seccion Materiales y Métodos. En la figura se muestra la media de
intensidad de fluorescencia (MIF) del CXCR4 sobre la poblacion de LT de pacientes con
LLC y de dadores sanos. En B. se muestran histogramas representativos de la expresion
de CXCR4 sobre los LT de un dador sano y un paciente LLC. NS: estadisticamente no
significativo, Mann Whitney test.

NS Figura 10. Expresion del receptor CXCR7 en
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g = LLC. Se evalué la expresion de CXCR7 por
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sanos LLC test.

Dado que los resultados que presentamos en la Figura 7 demuestran que
el CXCR4 esta involucrado en la migracién de los linfocitos T de los pacientes LLC
hacia el CXCL12, decidimos evaluar la endocitosis del receptor luego del
contacto con su ligando. A fin de evaluar comparativamente este proceso en
ambos grupos, realizamos cinéticas de activacién cultivando a las CMT de
pacientes LLC y de dadores sanos en ausencia (control) o presencia de CXCL12
(1ug/ml). El cultivo se detuvo a los 2, 5, 15, 30 y 60 minutos, luego de lo cual se

evalué la expresién del CXCR4 por citometria de flujo en los linfocitos T
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provenientes de los cultivos controles y tratados con la quimiocina. También
evaluamos la endocitosis del receptor luego de 60 minutos de tratamiento con
distintas concentraciones de CXCL12 (10, 100 y 1000 ng/ml). En la Figura 11 se
muestran los resultados como porcentaje de expresion del CXCR4 en los
linfocitos T tratados con CXCL12 respecto a los linfocitos T controles (sin
quimiocina) en funcién del tiempo de incubacién con CXCL12 1ug/ml (Figura 11
A) o en funcién de la concentracidon de la quimiocina (Figura 11 B). Tal como
puede verse, los linfocitos T de los pacientes LLC muestran una disminucion
progresiva en la expresion del CXCR4 la cual es muy similar a la de los linfocitos
T de dadores sanos. Estos resultados demuestran que la menor migracion al
CXCL12 que presentan los linfocitos T de los pacientes LLC no puede explicarse

por defectos en la normal endocitosis del receptor al contactar con su ligando.
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Figura 11. Internalizacion del receptor CXCR4 en linfocitos T (LT) de pacientes LLC y
dadores sanos luego del contacto con su ligando. A. Se evalud la disminucion en la
expresion del CXCR4 en los LT luego del contacto con el CXCL12 (1ug/ml) tal como se
detalld en la seccion Materiales y Métodos. Brevemente, se incubaron CMT a 37°C de
pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12. Alos 0, 2, 5, 15, 30 y 60 minutos
de incubacion se marcaron las células con anticuerpos especificos para CXCR4 y CD3 y
se evalud la expresion del receptor en los LT por citometria de flujo. En el grdfico se
muestran las medias * ES del porcentaje de expresion de CXCR4 (MIF) en los LT
tratados con CXCL12 con respecto a las no tratadas. B. También se evalud la
endocitosis del CXCR4 en funcion de la dosis del CXCL12, para esto se incubaron a 37°C
CMT con distintas dosis de CXCL12 (0, 10, 100 y 1000 ng/ml). Luego de los 60 minutos
se evaluo la expresion de CXCR4 en los LT por citometria de flujo como se detallo la
seccion Materiales y Métodos. Las barras representan las medias *+ ES del porcentaje
de expresion de CXCR4 (MIF) en los LT tratados con CXCL12 con respecto a las no
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tratadas. Los ensayos se realizaron con 12 pacientes LLC y 6 dadores sanos de edad y
sexo similar.

Por ultimo, dado que la reorganizacion del citoesqueleto es un evento
clave en la migracion celular en respuesta a las quimiocinas, decidimos evaluar
la capacidad del CXCL12 de inducir cambios en la polimerizacidn de actina de los
linfocitos T de ambos grupos. Para ello, examinamos la expresion de F-actina en
los linfocitos T cultivados en presencia o ausencia de CXCL12 durante 15, 30y
300 segundos. Tal como se observa en la Figura 12, encontramos que los
linfocitos T de los pacientes y de los dadores sanos lograron reorganizar los
microfilamentos de actina y mostraron un pico de expresion transitorio de F-
actina luego de los 15 segundos de exposicidn a la quimiocina, el cual disminuye
a medida que avanza el tiempo. Sin embargo los linfocitos T de los pacientes LLC
mostraron una menor capacidad de polimerizar actina luego del contacto con
CXCL12 en comparacion a los dadores sanos, hecho que podria estar
involucrado en la menor migracidon que muestran los pacientes LLC en respuesta

a la quimiocina.

400 4+
- [Dadores sanos
300+ o3 * -+ Pacientes LLC

200 -

100

F-actinaen LT MIF
(% sobre el basal)

0 15 30 300
Tiempo con CXCL12 (seq)

Figura 12. Polimerizacion de actina luego del contacto con el CXCL12 en linfocitos T
(LT) de pacientes con LLC y dadores sanos. Se evalud la polimerizacion de actina por
citometria de flujo incubando LT purificados de 10 pacientes LLC y 8 dadores sanos por
0, 15, 30 y 300 segundos con CXCL12 (1ug/ml). Pasado el tiempo correspondiente se
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fijaron, permeabilizaron y marcaron las células como se detallo en la seccion
Materiales y Métodos. En el grdfico se muestran las medias + ES del porcentaje de
expresion de F-actina (MIF) en LT tratados con CXCL12 con respecto a no tratados, en
funcién del tiempo de exposicion con CXCL12 en segundos. *Estadisticamente
significativo, p<0,05, Mann Whitney test.

2. Los linfocitos T de los pacientes LLC ZAP-70" migran menos en respuesta
al CXCL12 en comparacion a los linfocitos T provenientes de los

pacientes ZAP-70".

Posteriormente decidimos estudiar comparativamente la respuesta migratoria
al CXCL12 en los pacientes LLC de buen y mal prondstico. Para esto analizamos
los datos de la respuesta quimiotactica de los linfocitos T de pacientes LLC
segregandolos en base a la expresion de los marcadores de mal prondstico

CD38y ZAP-70 en las células CD19".

La evaluacion de ZAP-70 por citometria de flujo es una técnica que
presenta algunas dificultades por tratarse de una proteina intracitoplasmatica y
porque varios de los anticuerpos monoclonales para ZAP-70 que se han
desarrollado no dieron los resultados esperados. En nuestro laboratorio se ha
puesto a punto una técnica de marcacidon directa utilizando un anticuerpo
monoclonal para ZAP-70 marcado con fluoresceina (FITC). Los linfocitos se
marcaron ademas con anticuerpos especificos para CD3 y para CD56 marcados
con ficoeritrina (PE) y con un anticuerpo especifico para CD19 marcado con
PerCP. Resultados similares se obtuvieron al cambiar los fluorocromos para
estos 3 anticuerpos (anti-CD3 y anti-CD56-PerCP y anti-CD19-PE) (resultados no
mostrados). Dado que los linfocitos T y las células NK expresan ZAP-70, estas
poblaciones se utilizaron para establecer una linea de corte que permite
cuantificar el porcentaje de linfocitos CD3™ CD56 (linfocitos B, >98/ células LLC)
que expresan ZAP-70. El analisis de las células CD19" nos permitié corroborar el
resultado. Los pacientes fueron considerados positivos para ZAP-70 cuando

presentaban un 20/ o mas de linfocitos B que expresan dicho marcador ®*. En la
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Figura 13 se muestran los resultados obtenidos para la determinaciéon de ZAP-

70 de un paciente representativo ZAP-70"y otro ZAP-70".

Paciente ZAP-70 negativo

v
[ar)
E—.
[}
o Ll E-.
) o
(o]
e LN
o [
= o
o v
o S R
) . 10
Paciente ZAP-70 positivo
46/
ot ]
o (=3 L
(L) - a
(o]
& |- A
o | F3 Q
Q- o
8 a
o o

IIII.I.I.IL.. T
1!

ZAP-70FITC

Figura 13. Determinacion de la expresion de la proteina ZAP-70 en células de
pacientes LLC por citometria de flujo. Para determinar el porcentaje de linfocitos B que
expresan ZAP-70 se realizé una marcacion utilizando anticuerpos especificos para ZAP-
70, CD3, CD56 y CD19 sequn se detalla en Materiales y Métodos. Las poblaciones CD3"
y CD56" se utilizaron para establecer una linea de corte y asi cuantificar el porcentaje
de linfocitos CD3" CD56  (linfocitos B, >98” células LLC-B) que expresan ZAP-70. El
andlisis de las células CD19" se utilizé para corroborar el resultado. Se consideraron
positivos para ZAP-70 a los pacientes que presentaron un 20/ o mds de linfocitos B que
expresaban dicha proteina. La figura muestra los resultados obtenidos en un paciente
positivo y otro negativo para dicho marcador.

Para el caso de la molécula CD38, la técnica utilizada para determinar su

expresion por citometria de flujo es mas sencilla que la de ZAP-70 por tratarse
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de una proteina que se expresa en la membrana de las células. Dado que los
linfocitos T también pueden expresar CD38, se determind el porcentaje de
células B que expresan dicha proteina mediante una marcacion directa
utilizando un anticuerpo especifico para CD38, o el correspondiente control de
isotipo, acoplados a PE y un anticuerpo para CD19 PerCP. Asi como existe
consenso en relaciéon a que poseer un 20/ o mas de células CD19°ZAP-70"
determina que el paciente LLC es ZAP-70°, existen discrepancias en relacién a
qué porcentaje de células CD19" CD38" establece que una muestra sea o no
CD38". Es por ello que decidimos evaluar los dos puntos de cortes mas
comunmente usados para determinar si las muestras son positivas para dicho
marcador: cuando mas del 7/ de las células CD19* son CD38" (corte 7/ ) ® vy

cuando mas del 30/ de las CD19" son CD38" (corte 30/ ) ®°.

Tal como puede verse en la Figura 14 A al segregar a los pacientes LLC
en base a los dos puntos de corte para CD38 encontramos que, a pesar de no
ser estadisticamente significativo, los linfocitos T de los pacientes LLC CD38"
mostraron una menor migracion en respuesta a CXCL12 en comparacion a los
linfocitos T de los pacientes CD38" al utilizar el punto de corte de 7/, a pesar de

expresar niveles similares de CXCR4 (Tabla 2).
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Figura 14. Migracion de los LT de pacientes con LLC inducida por el CXCL12
segregados por la expresion del marcador de mal prondstico CD38. Se muestran los
porcentaje de migracion en respuesta al CXCL12 (1ug/ml) de los LT (CD3'CD567) de
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pacientes LLC segregados segun la expresion de CD38, utilizando dos puntos de corte
para definir a los pacientes CD38 negativos (CD38-) y positivos (CD38+), 7y 30/ . A. Los
circulos blancos corresponden a los pacientes CD38 (con menos de un 7/ de células
leucémicas que expresan CD38), y los circulos negros a los pacientes CD38* (con un 7/
0 mds de células leucémicas que expresan CD38). B. De la misma forma los circulos
blancos corresponden a los pacientes CD38 y los negros a los pacientes CD38" en este
caso segun el punto de corte 30/ . NS: estadisticamente no significativo, Mann Whitney
test.

Tabla 2. Expresion de CXCR4 en LT de pacientes LLC segregados seguin la
expresionde ZAP-70 o CD38.

Parametro de riesgo

CXCR4

Células LLCCD38* < >7% p
Mediade expresion delreceptoren
LT (MIF) 328 300

(n=11) (n=6) 0,366
Células LLCCD38* <30/ 230%
Mediade expresion delreceptoren
LT (MIF) 301 397

(n=14) (n=3) 0,659
Células LLCZAP-70* L2/ 220%
Mediade expresién delreceptoren
LT (MIF) 306 341

(n=11) (n=6) 0,841

Tabla 2. Expresion de CXCR4 en LT de pacientes con LLC segregados segun la
expresion de ZAP-70 o CD38. Se evaluo por citometria de flujo la expresion de CXCR4
en la membrana de LT como se describid en la seccion Materiales y Métodos. En la
tabla se muestran las Medias de Intensidad de Fluorescencia (MIF) de cada receptor de
quimiocinas como media de expresion en los LT de pacientes segregados segun la
expresion de CD38, utilizando dos puntos de corte 7 y 30/, y segun la expresion de
ZAP-70 utilizando el punto de corte 20/ . Debajo de la media de expresion del receptor
se muestra el numero de pacientes utilizados en cada determinacion (n). También se
muestra el valor p de significancia correspondiente al test Mann Whitney al comparar
la expresion del CXCR4 entre los grupos de pacientes.
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Sin embargo, cuando analizamos la migracion de los linfocitos T de los
pacientes LLC segregados en base a la expresion de ZAP-70, claramente
observamos que los linfocitos T de los pacientes ZAP-70° migraban menos en
respuesta al CXCL12 en comparacidn a los linfocitos T de los pacientes ZAP-70"
(Figura 15). Vale la pena destacar que esta diferencia es altamente significativa
(p=0,009) a pesar de que ambos grupos de pacientes expresan niveles

comparables de CXCR4 (Tabla 2).
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Figura 15. Los LT de los pacientes con LLC ZAP-70° migran significativamente menos
en respuesta al CXCL12 que los LT de los pacientes ZAP-70°. Se muestran los
porcentajes de migracion de los LT de pacientes con LLC segregados segun la expresion
de ZAP-70, en respuesta a CXCL12 (1ug/ml). Los circulos blancos corresponden a la
migracion de los pacientes ZAP-70 (con menos del 20/ de las células leucémicas
positivas para ZAP-70) y los circulos negros a la migracion de los pacientes ZAP-70"
(con 20/ o mds de células leucémicas positivas para ZAP-70). *estadisticamente
significativo, p< 0,01 Mann Whitney test.

3. La polimerizacion de los microfilamentos de actina en los linfocitos Ty
la endocitosis del CXCR4 luego del tratamiento con CXCL12 es similar en

los pacientes ZAP-70"y ZAP-70".

Con la intencién de poder explicar las diferencias en la respuesta migratoria al
CXCL12 entre los linfocitos T de los pacientes LLC ZAP-70" y ZAP-70", evaluamos
comparativamente la expresion de F-actina en los linfocitos T cultivados en

ausencia o presencia de CXCL12 durante 15, 30 y 300 segundos, sin encontrar
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diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes (Figura 16 A).
Asimismo, tampoco observamos diferencias entre los grupos al evaluar la
disminucion en la expresion del CXCR4 luego del contacto con su ligando en
funcion del tiempo (Figura 16 B) o de la concentracién de CXCL12 empleada
(Figura 16 C). En su conjunto, estos resultados muestran que la menor
migracion de los linfocitos T de los pacientes ZAP-70 en respuesta al CXCL12 no
se debe a un defecto particular en la polimerizacién de actina o en el proceso de

internalizacidon del CXCR4 inducido por la quimiocina.
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Figura 16. Los linfocitos T de los pacientes con LLC ZAP-70" y ZAP-70 responden al
contacto con el CXCL12 con una polimerizacion de actina y una internalizacion del
CXCR4 similar. A. Se evalud la polimerizacion de actina por citometria de flujo
incubando LT purificados de 5 pacientes LLC ZAP-70" y 5 LLC ZAP-70 por 0, 15, 30 y 300
segundos con CXCL12 (1ug/ml). Pasado el tiempo correspondiente se fijaron,
permeabilizaron y marcaron las células como se detallo en la seccion Materiales y
Métodos. En el grdfico se muestran las medias + ES del porcentaje de expresion de F-
actina (MIF) en LT tratados con CXCL12 con respecto a no tratados, en funcion del
tiempo de exposicion con CXCL12 en segundos. Los cuadrados negros corresponden a
los pacientes con LLC ZAP-70" y los blancos a los ZAP-70". B. Se evalud la disminucién en
la expresion del CXCR4 en los LT luego del contacto con el CXCL12 (1ug/ml) tal como se
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detallé la seccion Materiales y Métodos. Brevemente, se incubaron CMT a 37°C de
pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12. A los 0, 2, 5, 15, 30 y 60 minutos
de incubacion se marcaron las células con anticuerpos especificos para CXCR4 'y CD3 y
se evalud la expresion del receptor en los LT por citometria de flujo. En el grdfico se
muestran las medias * ES del porcentaje de expresion de CXCR4 (MIF) en los LT
tratados con CXCL12 con respecto a las no tratadas. Los cuadrados blancos
representan a los LT de pacientes LLC ZAP-70, los cuadrados negros a los pacientes LLC
ZAP-70". El ensayo se realiz6 con 6 muestras para cada grupo. C. También se evalud la
endocitosis del CXCR4 en funcion de la dosis del CXCL12, para esto se incubaron a 37°9C
CMT de 6 pacientes con LLC ZAP-70 y 6 ZAP-70" por 60 minutos con distintas dosis de
CXCL12 (0, 10, 100 y 1000 ng/ml). Luego se evalud la expresion de CXCR4 en los LT por
citometria de flujo como se detallé la seccion Materiales y Métodos. Las barras
representan las medias + ES del porcentaje de expresion de CXCR4 (MIF) en los LT
tratados con CXCL12 con respecto a las no tratadas. Las barras blancas corresponden a
los pacientes ZAP-70 y las grises a los pacientes con LLC ZAP-70".

4. La menor migracion de los linfocitos T de los pacientes LLC ZAP-70" no
se asocia con una menor expresion de ZAP-70, CD3, CD45 o CD38 en

esas células.

Posteriormente decidimos evaluar en los linfocitos T de los pacientes ZAP-70" y
ZAP-70 otras moléculas que podrian estar regulando su respuesta quimiotactica
al CXCL12. Esta descripto que ZAP-70 participa activamente en la transduccién

125

de senales a través del CXCR4 y es un molécula indispensable para que el

12
® En base a estos

CXCL12 logre inducir la migracion de los linfocitos T
antecedentes, nuestra hipodtesis fue que la menor migracién de los linfocitos T
de los pacientes ZAP-70" podria explicarse por una menor expresién de ZAP-70
en dichas células. Sin embargo, al evaluar la expresion de ZAP-70 en los
linfocitos T de los pacientes LLC encontramos una expresiéon similar en ambos

grupos de riesgo (Figura 17 A).
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Figura 17. Expresion de las proteinas ZAP-70, CD38, CD3, CD45 y CXCR7 en los LT de
pacientes con LLC. Se analizé por citometria de flujo la expresion de ZAP-70 (A), CD38
(B), CD3 (C), CD45 (D) y CXCR7 (Ey F) en los LT de pacientes LLC tal como se detallé en
la seccion Materiales y Métodos. Las barras representan las medias + ES de la
expresion de cada proteina (MIF) en los LT de 11 LLC ZAP-70 (barras blancas) y 6
pacientes con LLC ZAP-70" (barras grises) La expresiéon de CXCR7 fue evaluada en 5
muestras de cada grupo. NS: estadisticamente no significativo, Mann Whitney test.
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En relacion al CD38, se reportd que ésta molécula participa en la
transduccion de sefiales a través del CXCR4 expresado en las células leucémicas
CD38" y que la ausencia o el bloqueo del CD38 con anticuerpos especificos

disminuye la sefializacion a través del CXCR4 %/

. Dado que los linfocitos T de los
pacientes expresan CXCR4 y CD38, decidimos evaluar si el nivel de expresion
CD38 en los linfocitos T de los pacientes LLC era distinto entre el grupo ZAP-70"y
ZAP-70", sin encontrar resultados estadisticamente significativos (Figura 17 B).
Asimismo, la expresion de la molécula CD45, que puede influenciar la
guimiotaxis en respuesta a CXCL12, fue similar en los linfocitos T de ambos
grupos (Figura 17 C). Por ultimo, un trabajo publicado en el afio 2006 reporté
gue el CXCL12 favorece la asociacion fisica entre el CXCR4 y el TCR/CD3 a fin de
utilizar la maquinaria transduccional del receptor antigénico para la sefializaciéon
33 El hecho de que los linfocitos T de los pacientes ZAP-70 responden en forma
menos eficiente al CXCL12 en comparacién a los ZAP-70", podria explicarse por
una menor expresion del TCR/CD3 en la membrana celular del primer grupo de
pacientes. A fin de evaluar su expresién en los linfocitos T de los pacientes LLC,
realizamos inmunomarcaciones con anticuerpos especificos para CD3
conjugados con PE y analisis por citometria de flujo, encontrando una expresion
similar de CD3 en ambos grupos de pacientes (Figura 17 D). También evaluamos
la expresion de CXCR7 tal como se describié anteriormente. La marcacién de
este receptor se evalud tanto en la membrana de los linfocitos T (Figura 17 E)
asi como en condiciones permeabilizantes para evaluar ademas el contenido
intracelular (Figura 17 F) ya que ha sido descripto que este receptor puede

, . . 12
almacenarse dentro de la célula en ausencia de su ligando '*®

. Como puede
observarse en la Figura 17 no encontramos diferencias en la expresion de
CXCR7 en los linfocitos T de ambos grupos de riesgo en ninguna de las dos

condiciones de marcacion evaluadas.

En su conjunto estos resultados indican que la menor migracion en

respuesta al CXCL12 que presentan los linfocitos T de los pacientes ZAP-70" no
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puede explicarse por una menor expresion de ZAP-70, CD38, CD45 o CD3 en

esas células, ni por una distinta expresién de CXCR7.

5. Las células leucémicas de los pacientes ZAP-70" y no la de los pacientes
ZAP-70" reducen la migracién de los linfocitos T autélogos en respuesta

al CxcL12.

Anteriormente habia sido reportado que la presencia de las células leucémicas
puede inducir cambios especificos en los linfocitos T que resultan en defectos

114,115,12 . qe . ,
15125 por eso decidimos evaluar si las células LLC

funcionales de los mismos
de los cultivos de CMT provenientes de pacientes ZAP-70" y ZAP-70" lograban
modular la quimiotaxis de los linfocitos T autdlogos en respuesta al CXCL12.
Para ello, purificamos a los linfocitos T de los pacientes LLC y los cultivamos
solos (LTp) o en presencia de células LLC autdlogas purificadas (LTp+LLCp) y
evaluamos la migracién de los linfocitos T en respuesta al CXCL12 tal como lo
veniamos haciendo. Como mostramos en la Figura 18 A al realizar el ensayo de
migracion inmediatamente luego de la purificacidon, la respuesta migratoria de
los linfocitos T cultivados solos (LTp) fue similar a la de los linfocitos T cultivados
en presencia de células leucémicas autdlogas (LTp+LLCp), tanto en los pacientes
ZAP-70" como en los pacientes ZAP-70". Llamativamente, luego de 48 horas de
cultivo, los linfocitos T de los pacientes ZAP-70" que fueron cultivados solos,
migraron significativamente mds que aquellos linfocitos T que estuvieron 48hs
en presencia de las células leucémicas autélogas (LTp+LLC) (Figura 18 B), aun
expresando los mismos niveles de CXCR4 (Figura 18 C). Esto es algo particular
de los cultivos de pacientes ZAP-70’, ya que no se observaron diferencias en la
capacidad de respuesta al CXCL12 de los linfocitos T cultivados solos o con LLC

en los pacientes ZAP-70". Estos resultados sugieren que las propias células LLC

de los pacientes ZAP-70 serian las responsables de modular negativamente de
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los linfocitos T en respuesta al CXCL12, a través de un mecanismo que no hemos

podido conocer hasta el momento.
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Figura 18. Las células leucémicas (LLC) de los pacientes ZAP-70 reducen la migracion
de los LT en respuesta al CXCL12. Se cultivaron LT purificados de pacientes con LLC
ZAP-70 (n= 8) y de pacientes con LLC ZAP-70" (n=8) solos (LTp), o con LLC autologos en
una relacion 1:4 (cultivos LTp+ LLCp). Se evalud la migracion inducida por el CXCL12 (1
ug/mL) de los LT de estos cultivos frescos (A) y a las 48 horas de incubacion a 37°C (B),
como se describié en la seccion Materiales y Métodos. Las barras representan las
medias * ES del porcentaje de migracion de LT en los cultivos LTp + LLCp con respecto a
la migracion de los LTp + LLCp. NS: estadisticamente no significativo, *p=0.008,
Wilcoxon Signed Rank Test. C. Se determind la expresion de CXCR4 por citometria de
flujo en los cultivos de LTp y de LTp+ LLCp luego de las 48 horas. NS: estadisticamente
no significativo, Wilcoxon Signed Rank Test.

Los resultados presentados en esta primera parte demuestran que los
linfocitos T de pacientes con LLC son capaces de migrar en respuesta al CXCL12,
aungue en menor medida que los linfocitos T de dadores sanos, probablemente
debido a la menor polimerizacién de actina que muestran en respuesta al

contacto con la quimiocina. Ademads, encontramos que los linfocitos T de
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pacientes LLC ZAP-70" poseen una menor capacidad migratoria al CXCL12 que
los linfocitos T de pacientes LLC ZAP-70", hecho que pareceria ser inducido por

sefales brindadas por el propio clon leucémico del primer grupo de pacientes.
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RESULTADOS OBIJETIVO N22

1. El CXCL12 aumenta la expresion de marcadores de activacion sobre los

linfocitos T de pacientes con LLC estimulados a través del TCR.

Luego quisimos evaluar otros aspectos de la fisiologia de los linfocitos T que
podrian modularse por el CXCL12. Es por esto que como parte del segundo
objetivo de este trabajo de Tesis nos propusimos evaluar si el CXCL12 era capaz
de aumentar la activacion y proliferacion de los linfocitos T de pacientes LLC.
Para ello realizamos cultivos de células mononucleares totales (CMT) de
pacientes LLC en presencia o ausencia de CXCL12 y activamos a los linfocitos T
presentes en la muestra por entrecruzamiento del TCR/CD3 empleando
anticuerpos anti-CD3 tal como se detallé en la seccidn Materiales y Métodos. La
concentracion de CXCL12 empleada fue 1ug/ml, la cual fue seleccionada
previamente evaluando la migracion dptima de los linfocitos T de los pacientes
en respuesta a la quimiocina (Figura 6). Luego de 24 horas de cultivo evaluamos
la expresion de los marcadores de activacion CD25, CD69 y CD154 (CD40L) sobre
la superficie de los linfocitos T CD4" por citometria de flujo. Nos centramos en
los linfocitos T CD4" ya que esta subpoblacién es la que, una vez activada en los

drganos linfaticos, es capaz de brindar sefales de sobrevida y proliferacion al

109,117 +

clon leucémico . Como era de esperar, la activacion de los linfocitos T CD4
por entrecruzamiento del TCR/CD3 indujo un claro aumento en la media de
intensidad de fluorescencia (MIF) de CD25, CD69 y CD154 (Figura 19 A) vy en el
porcentaje de linfocitos T CD4" positivos para dichos marcadores (Figura 20 A).
Por el contrario, el tratamiento con CXCL12 solo no indujo ningun cambio
significativo en su expresion (Figura 19 Ay 20 A). Llamativamente, la presencia
de CXCL12 durante la activacion de los linfocitos T incrementd

significativamente la expresién de CD25, CD69 y CD154 por sobre los valores

inducidos por el entrecruzamiento del TCR/CD3 (Figura 19 Ay B).
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Figura 19. El CXCL12 aumenta la expresion de CD25, CD69 y CD154 sobre los linfocitos
T CD4" de pacientes LLC estimulados a través del TCR. Se realizaron cultivos con
células mononucleares totales de 18 pacientes con LLC en presencia o ausencia de
CXCL12 (1ug/ml) por dos horas y luego fueron sembradas sobre anticuerpos especificos
para CD3 (anti-CD3) o el correspondiente control de isotipo inmovilizados en placa.
Luego de 24 horas se midid la expresion de CD25, CD69 y CD154 en los linfocitos T (LT)
CD4" por citometria de flujo tal como se detalla en Materiales y Métodos. A. En la
figura se muestran los valores de media de intensidad de fluorescencia (MIF) de CD25,
CD69 y CD154 para cada paciente. B. Luego los valores obtenidos para cada paciente
se utilizaron para calcular el porcentaje de aumento del marcador de activacion
inducido por anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3. Las barras muestran la media +
ES de los aumentos inducidos por anti-CD3 en ausencia y en presencia de CXCL12. *
p<0,05 Wilcoxon signed rank test

Del mismo modo, el CXCL12 aumentd la proporcion de células positivas
para dichos marcadores inducida por el anti-CD3 (Figura 20 A y B). En la Figura
21 se muestran los histogramas de la expresidn de los marcadores de activacion
de un paciente representativo en las cuatro condiciones de cultivo que
mencionamos anteriormente. Estos resultados demuestran que el CXCL12 se
comporta como un factor coestimulatorio para la activacién de los linfocitos T

CD4" de los pacientes LLC.
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Figura 20. El CXCL12 aumenta el porcentaje de linfocitos T CD4" positivos para la
expresion de CD25, CD69 y CD154 de pacientes LLC estimulados a través del TCR. Se
realizaron cultivos con células mononucleares totales de 18 pacientes con LLC en
presencia o ausencia de CXCL12 (1ug/ml) por dos horas y luego fueron sembradas
sobre anticuerpos especificos para CD3 (anti-CD3) o el correspondiente control de
isotipo inmovilizados en placa. Luego de 24 horas se midid la expresion de CD25, CD69
y CD154 en los linfocitos T (LT) CD4" por citometria de flujo tal como se detalla en
Materiales y Métodos. A. En la figura se muestran los porcentajes de LT CD4" positivos
para CD25, CD69 y CD154 de cada paciente. B. Luego los valores obtenidos para cada
paciente se utilizaron para calcular el porcentaje de aumento del marcador de
activacion inducido por anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3. Las barras muestran la
media + ES de los aumentos inducidos por anti-CD3 en ausencia y en presencia de
CXCL12. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.
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Figura 21. Expresion de CD25, CD69 y CD154 en los linfocitos T CD4" de pacientes con
LLC activados en ausencia y presencia de CXCL12. Se muestran los histogramas de la
expresion de CD25, CD69 y CD154 sobre los LT CD4" de un experimento representativo.
Sobre los histogramas se muestran los porcentajes de células positivas para los
marcadores.

Al realizar estos mismos experimentos con concentraciones menores de
CXCL12, encontramos que la coestimulacion inducida por la quimiocina se hacia
menos evidente, sugiriendo que el efecto coestimulatorio del CXCL12 es dosis-
dependiente (Figura 22). Por otro lado, quisimos corroborar que este fenémeno
coestimulatorio mediado por el CXCL12 involucraba a su principal receptor, el
CXCR4. Para esto, pre-tratamos a las CMT de los pacientes con un anticuerpo
bloqueante para el CXCR4 (clon 12G5) o su correspondiente control de isotipo y
luego procedimos a realizar los cultivos en las cuatro condiciones mencionadas
anteriormente. Como puede verse en la Figura 23 el pre-tratamiento con el
anticuerpo bloqueante para CXCR4 inhibié el efecto coestimulatorio del CXCL12
indicando que el fendmeno de coestimulacién T que describimos es mediado

por el receptor CXCR4.
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Figura 22. Efecto dosis-dependiente del CXCL12 sobre la activacion de los linfocitos T
CD4" de pacientes LLC. Se realizaron cultivos con células mononucleares totales de
pacientes LLC en medio solo o en presencia de distintas concentraciones de CXCL12 (10,
100y 1000 ng/ml) y luego se cultivaron sobre anti-CD3 o el correspondiente control de
isotipo inmovilizado en placa. Luego de 24 horas se midid la expresion de CD25 y CD69
tal como se detalla en Materiales y Métodos. Las barras representan la media + ES
para el aumento de expresion en el marcador de activacién en los LT CD4" tratados con
anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3, tomando como 100/ la activacion en
ausencia de CXCL12. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.
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Figura 23. El aumento inducido por el CXCL12 en la activacion de linfocitos T CD4*
activados a través de su TCR es mediado por el CXCR4. Las células mononucleares
totales de 6 pacientes LLC se trataron con un anticuerpo bloqueante para CXCR4 (clon
12G5; 50 ug/ml) o el correspondiente control de isotipo por 1 hora. Luego las células se
trataron o no con CXCL12 (1ug/ml) y se sembraron sobre anti-CD3 (o el
correspondiente control de isotipo) inmovilizado en placa. Al cabo de 24 horas se midio
la expresion de CD25 y CD69 en los linfocitos T (LT) CD4" por citometria de flujo tal se
detalla en Materiales y Métodos. Las barras representan la media + ES para la media
de intensidad de fluoresencia de los marcadores de activacion sobre los LT CD4". El
pretratamiento con anti CXCR4 bloqued por completo el efecto coestimulatorio del
CXCL12. NS: estadisticamente no significativo; * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.
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Teniendo en cuenta que las CMT son cultivadas por 2hs en presencia de
CXCL12 vy luego activadas con anti-CD3 existia la posibilidad de que la mayor
activacion de los linfocitos T en presencia de CXCL12 se debiera simplemente a
gue el tratamiento con la quimiocina aumentaba la expresion de CD3 en los
linfocitos T, aumentando de esa forma, los sitios de union del anticuerpo
activador anti-CD3. Para evaluar esta posibilidad medimos por citometria de
flujo la expresiéon de CD3 sobre los linfocitos T de pacientes con LLC tratados o
no con CXCL12. En la Figura 24 se muestra el histograma de expresion de CD3
sobre los linfocitos T CD4" tratados o no con CXCL12 de un paciente
representativo y, tal como puede verse, el tratamiento con la quimiocina no

modificd la expresidn de CD3 sobre los linfocitos T CD4".

Caunks
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Figura 24. El tratamiento con CXCL12
no modifica la expresion de CD3 en los
linfocitos T CD4" de pacientes LLC. Se
realizaron cultivos con células
mononucleares totales de 10 pacientes
LLC en presencia o ausencia de CXCL12
(1ug/ml) por 2 horas y luego se midio la
expresion de CD3 sobre los linfocitos T
CD4" por citometria de flujo tal se
detalla en la seccion Materiales y
Métodos. En la figura se muestra el
histograma de expresion de CD3 de los
linfocitos T CD4" de un experimento
representativo.

Por ultimo, quisimos evaluar si la coestimulaciéon observada sobre los
linfocitos T era dependiente de la presencia de otro tipo celular, para lo cual
repetimos los experimentos de coestimulacion antes mencionados con
linfocitos T purificados. Como puede observarse en la Figura 25 Ia
coestimulacion del CXCL12 sobre los linfocitos T CD4" se evidencié aun en
ausencia de otro tipo celular en el cultivo, lo que sugiere que el CXCL12 estaria

teniendo un efecto directo sobre el CXCR4 de los linfocitos T de los pacientes.
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Figura 25. Efecto coestimulatorio del CXCL12 sobre linfocitos T purificados (LTp)
activados a través del TCR. Se purificaron LT de 6 pacientes LLC tal como se detalla en
Materiales y Métodos. Los LTp se cultivaron en medio solo o con CXCL12 (1ug/ml) y
luego se sembraron sobre anti-CD3 o el correspondiente control de isotipo inmovilizado
en placa. Al cabo de 24 horas se midid la expresion de CD25, CD69 y CD154 por
citometria de flujo tal como se detalla en Materiales y Métodos. Las barras representan
la media + ES para el aumento en la MIF de CD25 (A), CD69 (B) y CD154 (C) inducido
por anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3, en ausencia y presencia de CXCL12. *
p<0,05 Wilcoxon signed rank test.

2. El CXCL12 aumenta la expresion de IFNy en los linfocitos T de pacientes

con LLC estimulados a través del TCR.

Tal como se menciond en la introduccidn, las células leucémicas de los pacientes
con LLC reciben en los drganos linfaticos senales del microambiente que
favorecen su proliferacion y sobrevida. Entre estas sefiales el IFNy pareceria
jugar un rol importante dado que las células leucémicas expresan altos niveles
del receptor para IFNy y el tratamiento in vitro de células leucémicas con la
citoquina es capaz de inhibir la apoptosis espontdnea e inducida por drogas
102130131 "por este motivo decidimos estudiar la capacidad del CXCL12 de
aumentar la expresién de IFNy inducida por la activacion con anti-CD3. Para ello
realizamos cultivos de CMT de pacientes con LLC en las cuatro condiciones
mencionadas anteriormente por 24 horas. En las ultimas 4 horas de cultivo se
agrego Brefeldina A (10 pg/ml) para inhibir la secrecion de IFNy y se midié la
expresion intracitoplasmatica de IFNy en linfocitos T CD4" por citometria de

flujo. Tal como se muestra en la Figura 26 A, encontramos que el CXCL12 logré

incrementar en forma significativa la produccién de IFNy inducida por anti-CD3.
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En la Figura 26 B se muestran los resultados de citometria de un paciente

representativo.
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Figura 26. El CXCL12 aumenta la expresion de IFNy en los linfocitos T (LT) CD4" de
pacientes LLC activados a través del TCR. Se realizaron cultivos con células
mononucleares totales de 18 pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12
(1ug/ml) por dos horas y luego fueron sembradas sobre anticuerpos especificos para
CD3 (anti-CD3) o el correspondiente control de isotipo inmovilizados en placa por 24
horas. En las ultimas 4 horas de cultivo se agregd Brefeldina A (10 ug/ml) para luego
evaluar la expresion intracitoplasmatica de IFNy en los LT CD4" por citometria de flujo.
A. En el panel izquierdo se muestran los porcentajes de LT CD4" positivos para IFNy de
cada paciente LLC. Luego se utilizaron los valores de cada paciente para calcular el
porcentaje de aumento en la cantidad de LT CD4" IFNy" inducida por anti-CD3 relativo
al control sin anti-CD3. En el panel de la derecha se muestra la media =+ ES para el
aumento de LT CD4" IFNy” inducido por anti-CD3 en ausencia y en presencia de CXCL12.
B. Se muestran los dot plots para la expresién de IFNy en los LT CD4" de un experimento
representativo. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.

3. ElI CXCL12 aumenta el tamafio y la proliferacién de los linfocitos T CD4"

de pacientes con LLC estimulados a través del TCR.

El aumento en el tamafio celular es caracteristico de células en estado de

activacion. Es por esto que evaluamos el aumento del tamano de los linfocitos T
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CD4" al ser activados en presencia o ausencia de CXCL12. Realizamos cultivos de
CMT de pacientes LLC tal como se describié anteriormente y al cabo de 5 dias se
evalud el tamafio de la poblacién de T CD4" por citometria de flujo. Tal como
esperabamos el aumento del tamano celular inducido por anti-CD3 fue
significativamente mayor en presencia de CXCL12 que en ausencia de la
quimiocina (Figura 27 A). En la Figura 27 B se muestran los histogramas

obtenidos de un paciente representativo.
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Figura 27. El CXCL12 induce un aumento en el tamaio de los linfocitos T (LT) CD4" de
pacientes LLC activados a través del TCR. Se realizaron cultivos con células
mononucleares totales de 12 pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12
(1ug/ml) por dos horas y luego fueron sembradas sobre anticuerpos especificos para
CD3 (anti-CD3) o el correspondiente control de isotipo inmovilizados en placa.Luego de
5 dias se evalud el aumento en el tamafio de los LT CD4" por citometria de flujo. A. En
el panel izquierdo de la figura se muestran los valores de porcentaje de LT CD4" con
tamafio mayor a 600 en el grafico de forward scatter (/ de LT CD4" grandes) obtenido
por citometria de flujo de cada paciente. Luego se utilizaron los valores de cada
paciente para calcular el aumento en el porcentaje de células grandes inducido por
anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3. En el panel derecho de la figura se muestra la
media t ES para el porcentaje de células grandes inducido por anti-CD3 en ausencia y
presencia de CXCL12. B. Se muestran los histogramas para el pardmetro de forward
scatter (tamafio celular) de un experimento representativo. * p<0,05 Wilcoxon signed
rank test.
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Posteriormente quisimos evaluar si el CXCL12 también lograba tener un
efecto coestimulatorio en la proliferacion de los linfocitos T inducida por el
entrecruzamiento del TCR/CD3. Para ello empleamos el método de dilucién del
colorante CFSE. ElI CFSE es una molécula que se une irreversible e
inespecificamente a las células viables y que puede ser detectada en el
citometro de flujo a través del canal FL1. Las células que sufran algun evento de
division celular reparten la cantidad de colorante inicial resultado en una media
de intensidad de fluorescencia (MIF) menor que aquellas que no sufrieron
divisiones celulares. Entonces, luego de cultivar por 5 dias a las CMT de los
pacientes LLC marcadas con CFSE en presencia o ausencia de CXCL12 y activadas
o no con anti-CD3, calculamos el porcentaje de linfocitos T CD4" que presentaba
una baja expresiéon de CFSE (CFSE™°) dentro de la region de células viables. Tal
como puede observarse en la Figura 28 el porcentaje de linfocitos T CD4"
CFSE®®° inducido por el cultivo con anti-CD3 fue significativamente mayor en
presencia de CXCL12 que en ausencia de la quimiocina, demostrando que el
CXCL12 logra coestimular la proliferacion de los linfocitos T inducida por anti-

CD3.
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Figura 28. El CXCL12 aumenta la proliferacion de linfocitos T (LT) CD4" de pacientes
LLC activados a través del TCR. Se realizaron cultivos con células mononucleares
totales de 10 pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12 (1ug/ml) por dos
horas y luego fueron sembradas sobre anticuerpos especificos para CD3 (anti-CD3) o el
correspondiente control de isotipo inmovilizados en placa. Al cabo de 5 dias de cultivo
las células se marcaron con mAcs especificos para CD4 (PerCP) y se evalud la
proliferacién de los LT CD4" tal como se detalla en Materiales y Métodos. A. Se
muestran los valores de / de LT CD4" con bajos niveles de CFSE (LT CD4" CFSEb"jo) para
cada paciente LLC. Luego Los valores obtenidos para cada paciente se utilizaron para
calcular el porcentaje de aumento en LT CD4" CFSE®™ inducido por anti-CD3 relativo al
control sin anti-CD3. En el panel derecho se muestra la media + ES para el porcentaje
de aumento de LT CD4" CFSE’™ inducido por anti-CD3 en ausencia y presencia de
CXCL12. B. Se muestran histogramas de un experimento representativo. * p<0,05
Wilcoxon signed rank test.

4. Los linfocitos T CD4" de pacientes LLC ZAP-70" y ZAP-70 activados en

presencia de CXCL12 poseen similares niveles de coestimulacion.

Tal como mostramos en la seccion anterior (Resultados Objetivo N21) las células
T provenientes de pacientes LLC ZAP-70" y ZAP-70 difieren en su capacidad
migratoria en respuesta al CXCL12. Por este motivo decidimos comparar la
capacidad coestimulatoria del CXCL12 sobre la activacién de los linfocitos T CD4"

de pacientes LLC segregados segun la expresién del marcador prondstico ZAP-
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70. En la Figura 29 puede observarse que los linfocitos T provenientes de ambos
grupos de riesgo respondieron con niveles similares de coestimulacion.
Asimismo, cuando se comparod la coestimulacion que induce el CXCL12 en los
linfocitos T CD4" de los pacientes LLC y con la de los dadores sanos, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (resultados no

mostrados).
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Figura 29. El CXCL12 induce niveles similares de coestimulacion sobre linfocitos T
CD4" provenientes de pacientes LLC ZAP-70" y ZAP-70'. Se segregaron a los pacientes
segun la expresion del marcador de mal prondstico ZAP-70 tal como se detalla en
Materiales y Métodos. Los pacientes se consideraron ZAP-70 positivos (ZAP-707)
cuando un 20/ o mds de sus células leucémicas eran positivas para ZAP-70, y se
consideraron ZAP-70 negativos (ZAP-70) aquellos pacientes con un porcentaje menor a
20 de células leucémicas positivas para el marcador. Luego se calculd el porcentaje de
coestimulacion inducida por CXCL12 como el porcentaje de aumento en el pardmetro
de activacion inducido por el anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3 en presencia de
CXCL12, tomando como 100/ la activacion en ausencia de CXCL12. Las barras
representan la media #+ ES de los porcentajes de coestimulacion inducida por CXCL12
para la expresion de CD25 (A), CD69 (B), CD154 (C), IFNy (D), proliferacion media con
CFSE (E) y aumento de tamarno (F). NS: estadisticamente no significativo, Mann
Whitney test.
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5. Los linfocitos T CD4" activados en presencia de CXCL12 inducen una

mayor activacion y proliferacion de las células leucémicas.

Dado que los resultados que presentamos hasta este punto indican que el
CXCL12 logra incrementar la proliferacion y activacion de los linfocitos T CD4" de
los pacientes LLC nos propusimos evaluar si esto repercutia en la activacion y
proliferacion de las propias células leucémicas. En este sentido, existen reportes
demostrando que tratamiento de células LLC in vitro con la molécula CD154
(CD40L) sintética o el cocultivo con linfocitos T autdlogos activados, induce la

103,132

proliferacion del clon leucémico Estas evidencias experimentales,

sumadas a la observacidon de que in vivo la activacion y proliferacion de los

17 hos alentaron

linfocitos T autdlogos son claves para la proliferacion de las LLC
a evaluar qué sucedia con las células leucémicas presentes en las muestras de
CMT de los pacientes LLC que se cultivaban con o sin anti-CD3 y CXCL12. Para
ello las CMT de los pacientes fueron marcadas con CFSE y luego cultivadas en las
cuatro condiciones mencionadas anteriormente. Luego de 7 dias de cultivo la
proliferacidon de las células leucémicas se determiné analizando el porcentaje de
linfocitos CD19* con CFSE®*. Como puede observarse en la Figura 30 A el
porcentaje de linfocitos CD19* CFSE®° inducido por anti-CD3 fue
significativamente mayor cuando en el cultivo se encontraba la quimiocina
CXCL12 que en su ausencia. Asimismo, al evaluar el tamafio de los linfocitos
CD19" por citometria de flujo, como medida de su activacién, encontramos un
mayor porcentaje de linfocitos CD19" con tamafio grande en los cultivos con
anti-CD3 en presencia de CXCL12 en comparacion a los cultivos ausencia de la
qguimiocina (Figura 30 B). En la Figura 30 C se muestran histogramas de un
paciente representativo. Con el objeto de confirmar que la poblacién de
linfocitos CD19" activados/proliferante pertenecian al clon leucémico y no al
infimo porcentaje de linfocitos B normales que acompafian a las LLC, evaluamos
la expresion de las cadenas livianas kappa y lambda de dichas células por

citometria de flujo. En todos los casos evaluados la totalidad de la poblacion
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CD19" proliferante expresaba la misma cadena liviana del clon leucémico

(resultados no mostrados).
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Figura 30. Los linfocitos T CD4" activados en presencia de CXCL12 inducen la
activacion y proliferacion de células leucémicas. A. Se realizaron cultivos con células
mononucleares totales de 11 pacientes con LLC en presencia o ausencia de CXCL12
(1ug/ml) por dos horas y luego fueron sembradas sobre anticuerpos especificos para
CD3 (anti-CD3) o el correspondiente control de isotipo inmovilizados en placa. Al cabo
de 7 dias se evalud la proliferacién de la poblacién CD19" por citometria de flujo tal
como se detalla en Materiales y Métodos. Las barras representan la media + ES para el
aumento en el porcentaje de linfocitos CD19* CFSE®™ en los cultivos activados con anti-
CD3 relativo al control sin activar, en ausencia y presencia de CXCL12. * p<0,05
Wilcoxon signed rank test. B. Se evalud por citometria de flujo el aumento en el tamafio
celular de los linfocitos CD19" en los cultivos activados o no con anti-CD3 en presencia o
ausencia de CXCL12. Las barras representan la media * ES para el aumento en el
porcentaje de linfocitos CD19" con valores de forward scatter mayores a 600 en los
cultivos activados con anti-CD3 relativo a los cultivos sin anti-CD3. C. Se muestran los
histogramas para el pardmetro de forward scatter (tamafio celular) de un experimento
representativo. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.

Los resultados presentados en esta segunda parte demuestran que el
CXCL12 es capaz de incrementar los marcadores de activacion CD25, CD69 y

CD154, la secreciéon de IFNy y la proliferacién de los linfocitos T CD4" de
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pacientes con LLC, y que esa mayor activacién favorece la activacion y

proliferacion del clon leucémico.
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RESULTADOS OBIJETIVO N23

1. Las células de tipo nodriza (NLC) diferenciadas in vitro contactan con los
linfocitos T CD4" de pacientes con LLC e inducen la endocitosis del

receptor para CXCL12.

En este ultimo objetivo, quisimos evaluar si las células de tipo nodriza o Nurse
like cells (NLC) de los pacientes LLC, que son una fuente fisioldgica de CXCL12,
son capaces de incrementar la activacién y proliferacion de los linfocitos T. Las
NLC son células de estirpe mieloide que se encuentran en los érganos linfaticos

133

de los pacientes con LLC ™ y pueden ser diferenciadas in vitro a partir de células

10 1 as NLC producen, entre

mononucleares totales (CMT) de pacientes con LLC
otros factores, altas cantidades de CXCL12, el cual promueve no solo Ia
migracion de las células leucémicas sino también actua como un factor de
sobrevida, inhibiendo la apoptosis espontanea e inducida por drogas del clon
leucémico . Si bien numerosos trabajos reportan que las NLC diferenciadas in
vitro contactan con linfocitos B leucémicos, no hay informacién en la literatura
gue mencione la interaccion de estas células con los linfocitos T de los pacientes

con LLC, a pesar de lo cual es sabido que ambos tipos celulares conviven en los

centros proliferantes de los 6rganos linfoides *>.

Primeramente quisimos confirmar que los linfocitos T de los pacientes
LLC logran interaccionar con las NLC. Para ello realizamos la diferenciacién in
vitro de estas células a partir de cultivos de CMT de pacientes con LLC. Tal como
esperabamos, luego de 14 dias de cultivo se observan células con el fenotipo
caracteristico de las NLC: células grandes, adherentes, redondeadas y rodeadas
de linfocitos. Posteriormente, una vez diferenciadas las NLC las células no
adherentes fueron removidas de esos cultivos, se descongelaron CMT
provenientes del mismo paciente y se cultivaron sobre las NLC autélogas. Tal

como se muestra en la Figura 31, luego de 24hs de cultivo observamos que las
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NLC se rodeaban no sélo de linfocitos CD19" sino que también los linfocitos T

CD4" (flechas blancas) interaccionaban con ellas.

Figura 31. Células de tipo nodriza (NLC) diferenciadas in vitro a partir de células
mononucleares totales (CMT) de pacientes con LLC contactan con linfocitos T CD4"*
autologos. Se diferenciaron NLC a partir del cultivo de CMT de pacientes con LLC tal
como se detalla en Materiales y Métodos. Luego se cultivaron por 24 horas con CMT
autdlogas, se fijaron, se marcaron con anticuerpos especificos para su andlisis por
microscopia confocal. A. Se utilizaron anticuerpos especificos para CD19 conjugados a
FITC y para CD4 conjugado a PE (clon SK3), los nucleos se evidenciaron con TOPRO-3.
B. Se utilizaron anticuerpos anti CD4 FITC (clon RPA-T4) y los nucleos se tifieron con
loduro de Propidio (IP). Las imdgenes se adquirieron en un microscopio confocal
FluoView FV1000 con un objetivo 60 X 1.42 NA de inmersion en aceite, las imdgenes
fueron analizadas utilizando el sfoware de Olympus FV10-ASW. Las flechas blancas
muestran LT CD4" en contacto con las NLC.

Dado que las células NLC producen altas cantidades de CXCL12 '°,

decimos evaluar si el contacto con NLC inducia la normal internalizacion del
CXCR4 en la superficie de los linfocitos T CD4". La expresién del mismo se evalud
mediante citometria de flujo sobre los linfocitos T CD4" en tres condiciones
diferentes. Por un lado determinamos la expresion basal de CXCR4 en linfocitos
T CD4" luego de la obtenciéon de las CMT. Por otro lado, cultivamos las CMT 14
dias en medio completo y una vez obtenidas las NLC, se recolectaron las células
no adherentes, se lavaron y se volvieron a cultivar sobre las NLC (cocultivo con
NLC) o en medio completo solas (24 horas solas luego del cocultivo con NLC).
Posteriormente medimos la expresion de CXCR4 por citometria de flujo sobre

los linfocitos T CD4" presentes en las CMT. La Figura 32 muestra la expresién de
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CXCR4 (MIF) sobre los linfocitos T CD4" en las tres condiciones mencionadas
(basal, cocultivo con NLC, y 24 horas solas luego del cocultivo con NLC) vy, tal
como esperabamos, el cultivo con NLC indujo una disminucion en la media de
intensidad de fluorescencia del CXCR4 con respecto al basal. Por otro lado los
linfocitos T CD4" fueron separadas del cocultivo con NLC y cultivados en medio
completo por 24 horas mostraron una recuperacion parcial en la expresion
CXCRA4. En conjunto, estos resultados demuestran que las NLC contactan con los

linfocitos T CD4" de los pacientes LLC y e inducen la endocitosis del CXCR4.
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Figura 32. Modulacion de la expresion del CXCR4 en los linfocitos T (LT) CD4" por el
cocultivo con NLC autélogas. Se evalud la expresion de CXCR4 sobre LT CD4" de
muestras de células mononucleares totales (CMT) recién purificadas (basal) por
citometria de flujo tal como se detalla en Materiales y Métodos. Luego las CMT se
cultivaron por 14 dias en medio completo para la obtencion de NLC. Una vez
diferenciadas las NLC, las células no adherentes se recolectaron, se lavaron y se
sembraron nuevamente sobre las NLC (cocultivo con NLC) o en medio solas (24 horas
solas luego del cocultivo con NLC). Al cabo de 24 horas de cultivo se analizé
nuevamente la expresién de CXCR4 por citometria de flujo sobre los LT CD4". A. Las
barras representan la media + ES para la MIF de CXCR4 sobre los LT CD4" de 6
pacientes con LLC. B. se muestran histogramas para la expresion de CXCR4 de un
experimento representativo. * p<0,05 Mann Whitney test.
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2. Las células de tipo nodriza (NLC) incrementan la activacion de los

linfocitos T CD4" autélogos estimulados a través del TCR.

Una vez que probamos que el contacto con NLC lograba inducir la endocitosis
del receptor para CXCL12 en los linfocitos T CD4", decidimos evaluar si el co-
cultivo con NLC era capaz de incrementar la activacion de estas células inducida
por el anti-CD3. Para ello, se diferenciaron NLC tal como describimos
anteriormente, luego se descongelaron CMT de pacientes con LLC y se
cultivaron sobre NLC autdlogas o solas y se activaron o no con particulas de
poliestireno cubiertas con anticuerpos anti-CD3 (o el correspondiente control de
isotipo). Luego de 24 horas de cultivo evaluamos la expresién de CD25 y CD69
sobre los linfocitos T CD4". Tal como puede observarse encontramos que la
proporcién de linfocitos T CD4" positivos para la expresién de los marcadores de
activacion CD25 (Figura 33 A) y CD69 (Figura 33 B) inducida por anti-CD3 fue
significativamente mayor en presencia de las NLC que en ausencia de estas.
Obtuvimos resultados similares al analizar la media de intensidad de
fluorescencia en los linfocitos T CD4" positivos para CD25 y CD69 (resultados no
mostrados). Por otro lado evaluamos la capacidad de las NLC de aumentar la
proliferacién de linfocitos T CD4" inducida por el anti-CD3 empleando el
colorante CFSE vy, tal como se muestra en la Figura 34 A, las NLC lograron
coestimular en forma significativa la proliferacion de los linfocitos T CD4". En la
Figura 34 B se muestran los histogramas de expresidon de CFSE para los linfocitos

T CD4" de un paciente representativo.
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Figura 33. Las células de tipo nodriza (NLC) incrementan la expresion de CD25 y CD69
en linfocitos T CD4" autdlogos estimulados a través del TCR. Las células
mononucleares totales de pacientes LLC se sembraron sobre NLC autdlogas o solas y se
trataron con particulas de poliestireno cubiertas con anti-CD3 o el correspondiente
control de isotipo. Luego de 24 horas de cultivo se evalud la expresion de CD25 y CD69
por citometria de flujo tal como se detalla en Materiales y Métodos. En los paneles
izquierdos se muestran los valores de LT CD4" positivos para los marcadores CD25 (A) y
CD69 (B) de cada paciente LLC. Luego los valores obtenidos para cada paciente se
utilizaron para calcular el porcentaje de aumento en la expresion de los marcadores da
activacion inducido por anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3. Las barras representan
la media + ES para el aumento en los marcadores de activacion inducido por anti-CD3
en ausencia o presencia de NLC. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test.
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Figura 34. Las células de tipo nodriza (NLC) incrementan la proliferacion de linfocitos
T CD4" autdlogos estimulados a través del TCR. Se sembraron células mononucleares
totales de pacientes LLC marcadas con CFSE sobre NLC autdlogas o solas y se trataron
con particulas de poliestireno cubiertas con anti CD3 o el correspondiente control de
isotipo. Luego de 5 dias de cultivo se evalué la proliferacién de los LT CD4" por
citometria de flujo tal como se detalla en Materiales y Métodos. A. En el panel
izquierdo se muestran los valores de porcentaje de LT CD4* CFSE®™ de cada paciente
LLC. Luego los valores obtenidos para cada paciente se utilizaron para calcular el
porcentaje de aumento en el porcentaje de LT CD4" CFSE®™ inducido por anti-CD3
relativo al control sin anti-CD3 (panel de la derecha). Las barras representan la media +
ES para el aumento en el porcentaje de LT CD4" CFSE®™ inducido por anti CD3 en
ausencia o presencia de NLC. * p<0,05 Wilcoxon signed rank test. B. Se muestran los
histogramas obtenidos con un paciente representativo.

3. La coestimulacidon inducida por las NLC sobre la activacion de los

linfocitos T CD4" es en parte mediada por el CXCRA4.

Para determinar si el CXCL12 producido por las NLC estaba involucrado en la
coestimulacién de los linfocitos T CD4" utilizamos un anticuerpo bloqueante
para CXCR4 (clon 12G5). En estos experimentos, las CMT de pacientes con LLC

fueron incubadas previamente con el anticuerpo bloqueante 12G5 y luego

92



RESULTADOS Objetivo N23

fueron cultivadas en presencia o ausencia de NLC y tratadas con microesferas
recubiertas con anticuerpos anti-CD3 (o el correspondiente control de isotipo).
Luego de 24 horas se evalud la expresion de CD25 y CD69 sobre los linfocitos T
CD4" mediante citometria de flujo. Tal como se muestra en la Figura 35,
encontramos que la coestimulacién inducida por las NLC disminuyd

significativamente al bloquear el receptor para CXCL12 de los linfocitos T.
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Figura 35. La coestimulacion inducida por las NLC es en parte mediada por el receptor
para el CXCL12, el CXCRA4. Las células mononucleares totales de pacientes con LLC se
pretrataron con un anticuerpo bloqueante para CXCR4 (clon 12G5) o el correspondiente
control de isotipo por 1 hora, luego se sembraron sobre NLC autdlogas o solas y se
trataron con particulas de poliestireno cubiertas con anti-CD3 o el correspondiente
control de isotipo. Luego de 24 horas de cultivo se evalud la expresion de CD25 y CD69
por citometria de flujo tal como se detalla en Materiales y Métodos. Los valores de LT
CD4" positivos para cada marcador de activacion de cada paciente se utilizaron para
calcular el porcentaje de aumento en la expresion de los marcadores da activacion
inducido por anti-CD3 relativo al control sin anti-CD3. Las barras representan la media
#+ ES para el aumento en los marcadores de activacion inducido por anti-CD3 en
ausencia o presencia de NLC. NS: estadisticamente no significativo; * p<0,05 Wilcoxon
signed rank test.

En conjunto, los resultados presentados en esta tercera parte,
demuestran que las NLC de los pacientes LLC logran incrementar la activacién y

proliferacidon de los linfocitos T autélogos parcialmente a través del CXCR4 de los

linfocitos T.
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La visidon tradicional de la LLC posicionaba a la célula leucémica como un
linfocito inerte que se acumulaba lentamente en periferia y que rara vez se
dividia. Sin embargo, hoy en dia se considera a la LLC como una enfermedad
dinamica, donde el compartimento de células leucémicas en sangre periférica
crece paulatinamente gracias al aporte de linfocitos que proliferan en los
centros proliferantes presentes en los érganos linfoides. Una de las evidencias
claves en la que se sustenta esta nueva vision de la enfermedad corresponde a
los resultados obtenidos por el grupo del Dr. Chiorazzi en un meticuloso trabajo
donde evaluaron in vivo en pacientes con LLC la divisidn celular y encontraron
una tasa de proliferacidon no despreciable en las células leucémicas de todos los
pacientes LLC estudiados, la cual era mayor en los pacientes progresores en
comparacién con aquellos que padecian una enfermedad estable **. La
expansion del clon leucémico en los centros proliferantes, se da gracias a las
sefiales de sobrevida y proliferaciéon que brinda el microambiente tumoral de la
médula dsea, los ganglios linfaticos y otros drganos linfaticos secundarios.
Nuestro interés se centré en el CXCL12, una quimiocina clave para la
patogénesis y progresion de la LLC. Numerosos trabajos demostraron su papel
protagdnico, junto con otras quimiocinas, en el reclutamiento de las células LLC

87,108,135

a los 6rganos linfoides ademas de su capacidad para incrementar la

. / . 108,11
sobrevida del clon leucémico %**°

. Sin embargo, no habia sido explorado aun el
impacto que podria tener dicha quimiocina sobre la fisiologia de los linfocitos T
de los pacientes con LLC. Cuando evaluamos la capacidad migratoria de estas
células al CXCL12 en ensayos de quimotaxis in vitro, encontramos que los
linfocitos T de los pacientes con LLC fueron capaces de migrar en forma dosis
dependiente a la quimiocina. Comprobamos también que esta migracién era
mediada por el principal receptor para CXCL12, el CXCR4, dado que al pre-tratar

a los linfocitos T con el compuesto AMD3100, un inhibidor especifico de dicho

receptor, se impedia la migracion en respuesta el CXCL12. Al comparar la
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respuesta migratoria de los linfocitos T de los pacientes con LLC con los de
dadores sanos encontramos que los primeros mostraron en forma muy
consistente una menor capacidad de respuesta hacia dicha quimiocina.
Llamativamente, a pesar de estas diferencias en la respuesta migratoria, los
linfocitos T de los pacientes LLC y los dadores sanos expresan niveles
comparables de CXCR4. Esta no seria la primera vez en que se reporta una falta
de correlacion entre la expresion y funcionalidad de este receptor. En este
sentido, se ha observado que los linfocitos B que se desarrollan en la médula
0sea muestran una expresion alta del CXCR4 en el estadio pre-B, la cual
disminuye en el estadio B inmaduro y vuelva a amentar al alcanzar el estadio B
maduro, a pesar de lo cual el CXCL12 sélo induce una vigorosa respuesta en los
estadios tempranos de diferenciacidon *°. Asimismo, se ha reportado que los
linfocitos B logran responder a la quimiocina CCL20 uUnicamente luego de
inducida la activacion celular, a pesar de que la expresidon de su receptor no se
modifica **’ e inclusive las células dendriticas maduras expresando el receptor
CCR7 sélo logran una buena respuesta migratoria a sus ligandos luego de

. 1
exponerse a la prostaglandina E2 ',

También evaluamos en los linfocitos T la expresion del receptor CXCR7,
otro receptor del CXCL12 descripto recientemente . La consecuencia de la
unién del CXCL12 al CXCR7 es aun motivo de controversia. Mientras que algunos
lo postulan como un receptor “decoy” o “secuestrador” que inhibiria las
funciones mediadas por el CXCR4 *%°  otros proponen una funcién
colaborativa entre ambos receptores *'. Evaluamos entonces, la expresion del
CXCR7 por citometria de flujo en los linfocitos T de pacientes LLC y de dadores
sanos. Realizamos no sdélo la marcaciéon del CXCR7 en la superficie celular, sino
que también permeabilizamos la membrana de las células para evaluar el
contenido intracelular de CXCR7 (resultados no mostrados), ya que ha sido
descripto que este receptor puede almacenarse dentro de la célula en ausencia

128

de su ligando **". Sin embargo la expresién de CXCR7 fue similar en los linfocitos
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T de pacientes LLC y dadores sanos, demostrando que la expresién del mismo
no se asocia con la diferente capacidad de migracion in vitro al CXCL12.
Nuestros resultados sugieren que la menor migracion de los linfocitos T de los
pacientes LLC podria explicarse por los defectos en la capacidad de
reorganizacion del citoesqueleto que mostraron en respuesta al CXCL12. Estas
observaciones concuerdan con aquellas obtenidas por el grupo del Dr. Gribben,
qgue demostré que los linfocitos T de los pacientes LLC que contactan con células

presentadoras de antigeno, muestran una defectuosa polimerizaciéon de actina

114

Al segregar a los pacientes LLC en base a la expresién de ZAP-70 en sus
células leucémicas, encontramos que los linfocitos T de los pacientes de buen
prondstico (ZAP-70°) mostraron un marcado defecto en la migracidon hacia
CXCL12 en comparacidn a los pacientes de mal prondstico (ZAP-70%). Por otro
lado, el grupo del Dr. Roth ha reportado recientemente que la longitud de los
teldmeros de los linfocitos T de pacientes ZAP-70°CD38" es significativamente
menor a la de aquellos pacientes ZAP-70° CD38’, lo que sugiere una mayor
expansion clonal de los primeros (50). En su conjunto, nuestros resultados y
aquellos obtenidos por el Dr. Roth demuestran que los linfocitos T que
acompafian a las LLC de los pacientes ZAP-70" y ZAP-70" son claramente

diferentes.

La diferente capacidad de migracion inducida a través de CXCR4 que
presentan los linfocitos T de pacientes ZAP-70" y ZAP-70" no se relaciond con
una expresion diferente del receptor en ambos grupos de riesgo.
Sorprendentemente encontramos que los linfocitos T puros provenientes de
pacientes LLC ZAP-70, pero no de los ZAP-70%, mostraban una mayor migracion
al ser cultivados solos por 48hs que al ser cultivados en presencia de LLC
autologas purificadas. Nuestras observaciones sugieren que en los pacientes

ZAP-70’, la migracion de los linfocitos T en respuesta al CXCL12 esta afectada
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por sefales brindabas por el propio clon leucémico y que los linfocitos T
necesitan un tiempo en el cultivo para “liberarse” del efecto inhibidor de las
LLC. Si bien otros autores ya han reportado que las células leucémicas de los

pacientes LLC pueden inducir fallas funcionales en los linfocitos T *'***°

, esta es
la primera vez en que se reportan diferencias entre los grupos de buen y mal
prondstico. Hasta el presente no sabemos exactamente de qué forma el clon
leucémico logra inhibir la migracion de los linfocitos T hacia el CXCL12, sin
embargo comprobamos que éste no induce en los linfocitos T una menor
expresion de CXCR4, ZAP-70, CD38, CD3 y CD45 o fallas en la polimerizaciéon de
actina y en la normal inhibicién del receptor luego del contacto con su ligando.
Es posible que las moléculas que participan en la transduccidon de sefales a
través del CXCR4, tales como las MAPK ERK1/2, p38 y Akt se fosforilen menos, o
en forma menos sostenida, en los linfocitos T del grupo de pacientes ZAP-70" en
comparacion a los ZAP-70". En relacion a este punto, ya ha sido demostrado que
las células leucémicas de los pacientes ZAP-70" muestran una mayor capacidad
de respuesta al CXCL12 en comparacién a los pacientes ZAP-70" a consecuencia

de una fosforilacién mas sostenida de las MAPK ERK1/2 ¥. Resta determinar si

esto ocurre también en los linfocitos T de los pacientes.

Cuando evaluamos otros aspectos de la fisiologia de los linfocitos T de
los pacientes que pudieran ser modulados por el CXCL12, observamos que la
quimiocina fue capaz de aumentar la expresion de los marcadores de activacién
CD25, CD69 y CD154, la produccién de la citoquina anti-apoptdtica IFNy y la
proliferacién de los linfocitos T CD4" de los pacientes LLC inducida a través del
TCR/CD3. A diferencia de lo que ocurre en la respuesta migratoria al CXCL12, el
efecto coestimulatorio fue similar en los linfocitos T CD4" provenientes de
pacientes LLC y de dadores normales, asi como también entre los pacientes LLC
ZAP-70" y ZAP-70". Estas observaciones sugieren que las vias transduccionales a

través del CXCR4 involucradas en la respuesta migratoria de los linfocitos T de
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los pacientes LLC deben ser diferentes a las que participan en el fendmeno de

coestimulacidon que aqui describimos.

Dado que en nuestro disefio experimental para evaluar |la
coestimulacién inducida por el CXCL12 en los linfocitos T CD4", las células de los
pacientes se cultivan primeramente con la quimiocina por dos horas y luego se
activan a través del TCR/CD3 empleando anticuerpos especificos para CD3, la
coestimulacion inducida por el CXCL12 podria explicarse por un aumento en la
expresion de moléculas de CD3 en la superficie de los linfocitos T. Sin embargo,
este no es el caso, ya que hemos probado que luego de las dos horas iniciales de
cultivo con la quimiocina, la expresidon de la molécula CD3 no se modifica en
absoluto. Asimismo, demostramos que el fendmeno de coestimulacion mediado
por el CXCL12 involucraba a su principal receptor el CXCR4 ya que la
coestimulacion se inhibidé sustancialmente al pre-incubar a los linfocitos T con el

anticuerpo bloqueante anti-CXCR4.

Existen numerosas evidencias obtenidas in vitro e in vivo que
demuestran la importancia de la activacion y proliferacién de los linfocitos T
CD4" de los pacientes LLC para permitir el crecimiento y sobrevida del clon

7 . 104,117,140
leucémico .

Fue por ello que nos interesd evaluar el estado de
activacion y proliferacidon de las células LLC que contactan con los linfocitos T de
los pacientes activados en presencia o ausencia del CXCL12. Nos resultd
sumamente alentador observar que la proliferacion y activacion de las células
del clon leucémico se incrementaba cuando se encontraban junto con los
linfocitos T autdlogos activados en presencia del CXCL12. Una posible
explicacion a estos resultados es que la mayor activacion de las células
leucémicas se deba a que contactan con linfocitos T mas activados (por el
CXCL12). Sin embargo, también es posible que la presencia de linfocitos T

activados y la interaccion del CXCL12 con el receptor CXCR4 del propio clon

leucémico sea lo que incrementa aun mas la activacion y proliferacion de las
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LLC. Independientemente de lo que esté sucediendo, es importante resaltar que
los linfocitos T activados y la quimiocina CXCL12 (actuando Unicamente como
coestimulador de los linfocitos T o sobre las LLC) favorecen el crecimiento de las

células leucémicas de los pacientes LLC.

Nuestro interés se centrd en evaluar la capacidad coestimulatoria del
CXCL12 en los linfocitos T CD4" debido a que existen numerosas evidencias in
vitro e in vivo que demuestran que es ésta la poblacion de linfocitos T que

17132 E| rol de los linfocitos T CD8" en

favorece la expansion del clon leucémico
la patogénesis de la LLC es bastante mas controvertido. En este sentido, hay
trabajos donde proponen que los linfocitos T CD8" podria tener efectos

citotdxicos sobre las células LLC **'*

, otros trabajos postulan que son
débilmente citotdxicos debido a defectos inducidos por el clon leucémico que
inhiben la formacién de la sinapsis inmunoldgica y la expresion de proteinas que

U4 mientras gue un trabajo

son necesarias para su funcidon efectora
publicado recientemente muestra que la poblacién de linfocitos T CD8" de
pacientes con LLC, y no de dadores sanos, es capaz de aumentar la sobrevida in

14
3. Cuando nosotros evaluamos el efecto

vitro del clon leucémico
coestimulatorio sobre la poblacién T CD8" con muestras de 7 pacientes LLC
observamos que el CXCL12 fue capaz de aumentar la expresiéon de CD25 y CD69
en linfocitos T CD8" de pacientes LLC activados a través del TCR (p<0,05),
mientras que solo indujo un leve aumento en la produccién de IFNy (p=0,0489)
y no tuvo efecto en la proliferacién (p=0,2072) durante la activacion de los
linfocitos T. Estos resultados sugieren que el CXCL12 también podria estar
teniendo alguin efecto sobre la fisiologia de los linfocitos T CD8" de los pacientes

con LLC y en nuestros experimentos, su activacion junto con la de los linfocitos T

CD4" de las muestras favorece la expansion del clon leucémico.

En los pacientes LLC, las principales productoras de CXCL12 in vivo son

las células estromales y las NLC. En este sentido, ha sido demostrado que los
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monocitos circulantes favorecen la sobrevida de las LLC °’ y pueden
diferenciarse in vitro a NLC capaces de protegerlas de la apoptosis espontanea e

10 por este

inducida por drogas, en parte gracias a la produccion de CXCL12
motivo nos propusimos evaluar el efecto del co-cultivo con células NLC sobre Ia
activacién y proliferacién de los linfocitos T CD4" de pacientes LLC. Cuando
realizamos la diferenciacion de NLC observamos que estds células no soélo

interaccionaban con linfocitos B, tal como estaba descripto 133

, Sino que
también contactaban con linfocitos T CD4" sugiriendo que las NLC podrian
comportarse como una “superficie” que favorece el contacto entre el clon
leucémico vy los linfocitos T autdlogos in vivo. También encontramos que el co-
cultivo con NLC indujo una disminucidon de la expresion del CXCR4 en los
linfocitos T autdlogos, por lo que presumimos que el CXCL12 producido por las
NLC es capaz de interaccionar con el CXCR4 e inducir la normal endocitosis del
receptor, un evento que se da luego de la interaccién de las quimiocinas con sus
receptores especificos. Lo que nos resultd sumamente interesante fue ver que
la presencia de las NLC incrementd la activacion y proliferacion de los linfocitos
T autdlogos sugiriendo que las NLC podrian también ser importantes para la
fisiologia de los linfocitos T de los pacientes LLC. Los resultados que obtuvimos
al realizar el bloqueo del CXCR4 en los linfocitos T demuestran que la
coestimulaciéon observada en presencia de las NLC autdlogas, se debe en parte a
la produccion de CXCL12 por parte de estas células. Probablemente otros
factores producidos por las NLC, distintos del CXCL12, estén contribuyendo al
aumento en la activacién de los linfocitos T. En este sentido, se ha reportado
que las NLC expresan dos ligandos de la familia TNF, BAFF (también Illamado
BLyS) y APRIL '**, los cuales incrementan la sobrevida del clon leucémico ****y
pueden regular la activacion de los linfocitos T de dadores sanos aumentando su

146,147

proliferacién y secrecidn de citoquinas . Si bien no se ha evaluado aun si

los linfocitos T de los pacientes con LLC responden de la misma forma a esos
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ligandos, no podemos descartar que parte de la coestimulacidon observada en

presencia de las NLC se deba también a la presencia de estos y/u otros factores.

Nuestras investigaciones actuales intentan determinar si las NLC logran
ademas proteger a los linfocitos T de los pacientes LLC de la apoptosis inducida
por las drogas quimioterapicas de eleccion para el tratamiento de esta
patologia, tal como se ha reportado para el clon leucémico *®. En este sentido,
las nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de la LLC centran su
interés en movilizar a las células leucémicas de los nichos de supervivencia a fin

1911 5j bien una significativa

de hacerlas mas susceptibles al tratamiento
proporcion de los pacientes responde inicialmente a la quimioterapia
tradicional, la LLC es hasta el presente una enfermedad incurable y el fracaso en
el tratamiento se debe, en parte, a que algunas células leucémicas sobreviven
dentro de los 6rganos linfoides aun cuando son indetectables en circulacién *2.
Esto hace que, tarde o temprano, el paciente recaiga dado que justamente en
esos sitios el microambiente favorece la progresién de la enfermedad %°°%°.
Actualmente se encuentra bajo estudio en Fase | con pacientes LLC la
administracion del inhibidor del CXCR4, el AMD3100 (también Ilamado
Plerixafor) en combinacién con el anticuerpo monoclonal Rituximab, que
reconoce la molécula CD20 expresada en las células leucémicas. Los resultados
preliminares indican que el AMD3100 es capaz de bloquear la interaccion de las
LLC con las NLC y/o estroma productor de CXCL12 en los dérganos linfaticos,
evitando que las células leucémicas queden alli retenidas y permitiendo la

movilizacion de las mismas hacia la circulacién donde son mas susceptibles a la

inmunoterapia (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT00694590). En base

a nuestros resultados, es posible que el AMD3100 también esté bloqueando la
interaccion de los linfocitos T con las células productoras de CXCL12, impidiendo
de esa forma que las células T incrementen su activacion y puedan brindar

sefiales de sobrevida al clon leucémico.
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Como conclusion los resultados presentados en este trabajo de tesis
demuestran que la quimiocina CXCL12 juega un rol dual sobre la fisiologia de los
linfocitos T de pacientes con LLC, actuando por un lado como factor
guimiotractante y por otro lado aumentando la activacion y proliferacion de los
linfocitos T activados, con la consecuente expansion del clon leucémico. En el
modelo que proponemos en la Figura 36 el CXCL12 producido por células del
microambiente participa en el reclutamiento de los linfocitos T hacia estos
sitios. El reclutamientos de los linfocitos T es menos marcado en los pacientes
ZAP-70" en comparacion a los pacientes ZAP-70" hecho que podria favorecer el
curso mas indolente que presenta el primer grupo. Una vez dentro de los
organos linfoides, y debido a que los pacientes suelen cursar procesos

. . 40,1
infecciosos recurrentes 0153

, los linfocitos T podrian activarse por distintos
estimulos antigénicos. El CXCL12 presente en los érganos linfoides favoreceria la
activacion y proliferacion de los linfocitos T, incrementando en ultima instancia

la cantidad de sefiales de proliferacion y sobrevida para el clon leucémico.
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Figura 36. Modelo propuesto acerca del rol del CXCL12 en los centros proliferantes
sobre la fisiologia de los linfocitos T de pacientes con LLC de buen y mal prondstico, y
su impacto en las células leucémicas. La menor respuesta migratoria de los LT de los
pacientes con LLC ZAP-70 hacia el CXCL12 podria significar un menor acceso de estas
células hacia los sitios donde se encuentran los centros proliferantes, principalmente a
ganglios linfdticos. Una vez dentro de los drganos linfoides, el CXCL12 aumentard la
activacidn y proliferacién de los linfocitos T CD4" de forma similar en ambos grupos de
pacientes. Los linfocitos T CD4" activados aumentardn la sobrevida y proliferacién del
clon leucémico. Sin embargo, el menor ingreso de LT en los pacientes de mejor
prondstico (ZAP-70) hard que las células leucémicas de estos pacientes reciban una
menor cantidad de sefiales de proliferacion y sobrevida (CD40L, IFNy, IL-4),
favoreciendo en ultima instancia la menor progresion de la enfermedad caracteristica
de este grupo de pacientes.

Una forma de estudiar si la distinta respuesta migratoria observada in
vitro al CXCL12 por parte de los linfocitos T de pacientes LLC ZAP-70" y ZAP-70

se correlaciona con una diferencia en el acceso a los érganos linfaticos in vivo,
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seria evaluar comparativamente en muestras de tejidos linfoides de pacientes
LLC la cantidad de linfocitos T presentes en los centros proliferantes, esperando
encontrar un mayor numero de linfocitos T en las muestras provenientes de
pacientes ZAP-70". Si bien el acceso a este tipo de muestras es limitado, en la
medida que los médicos con los que trabajamos requieran la obtencion de
muestras de ganglios y médula ésea utilizaremos el remanente para estudiar
este punto por inmunohistoquimica. Ademas tenemos planeado evaluar
comparativamente la migracion de los linfocitos T de pacientes LLC ZAP-70" y
ZAP-70 en un sistema de migracion in vivo, realizando transferencia adoptiva de

linfocitos T de pacientes en ratones NOD/SCID 154

. Este estudio nos permitira
evaluar si los linfocitos T de pacientes ZAP-70" logran acceder mas facilmente
hacia los érganos linfoides del ratén al compararlos con los linfocitos T de los
pacientes ZAP-70". Nuestras investigaciones actuales estan encaminadas en este

sentido.
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Los resultados presentados en esta tesis dieron lugar a las siguientes

publicaciones:

CXCL12-induced chemotaxis is impaired in T cells from ZAP-70 chronic
lymphocytic leukemia patients. Borge M, Nannini PR, Galletti J, Morande P,
Bezares FR, Giordano M, Gamberale R. Haematologica. 2010 May;95(5):768-
75.

CXCL12 is a costimulator for CD4" T cell activation and proliferation in
Chronic Lymphocytic Leukaemia patients. Borge M, Nannini P, Morande P,
Jancic C, Bistmans A, Bezares RF, Giordano M, Gamberale, R. Cancer

Immunology Immunotherapy, 2012 (en prensa).
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