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RESUMEN




Papel de la proteina eritrocitaria Banda 3 en la biologia de las células de

leucemia linfatica cronica.

Los pacientes con leucemia linfatica cronica (LLC) suelesarrollar anemia
hemolitica autoinmune (AHA). Nuestro grupo demostré que leefmra Banda 3, la mas
abundante en la membrana del eritrocito y blanco freéeudgs los autoanticuerpos en
AHA, se une a la superficie de células LLC a travésudporcion N-terminal. Esta tesis
tuvo como objetivos centrales identificar el sitio debunide Banda 3 y estudiar el
impacto que dicha union tiene para la célula leucémica.

Los resultados demostraron que el principal sitio de unioBatela 3 en la
membrana de la célula leucémica es una proteina quense & pH 2,5 y que se
identific6 como high mobility group N2 (HMGNZ2), proteina de nucleosogues no
habia sido descripta en la membrana hasta el momenexpk@sion de HMGN2 en la
superficie de células LLC fue corroborada por citomeddaflujo y microscopia de
fluorescencia. El cultivo con IFN-incremento la expresion de HMGN2 y la capacidad
de unir Banda 3 de las células LLC. Asimismo, la uniéon dedB 3 tuvo como
consecuencia el aumento en la expresion de marcadoragidgcion de las células
leucémicas. Proponemos que Banda 3 a través de HMGN2 peddeeder la

iniciacion de la AHA en LLC.

Palabras clave: LEUCEMIA LINFATICA CRONICA DE CELULAS BBANDA 3;

HMGN2; CD69; MICROAMBIENTE TUMORAL



ABSTRACT




Role of the erythrocyte protein Band 3 in

chronic lymphocytic leukemia cell biology

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) patients often depelautoimmune
hemolytic anemia (AHA)Our group previously showed that Band 3, the most abundant
protein in the outer membrane of red blood cellsaftdquent target of autoantibodies
in AHA, specifically binds the surface of CLL cells throughN-terminal domain. The
main objectives of the present thesis work were to ideth#ybinding site of Band 3
and to study the impact of such interaction in the leukesiis.

The results demonstrate that the major binding siigaafl 3 on leukemic B cell
membrane is a protein eluted at pH=2,5 that was identifeigh mobility group N2
(HMGNZ2), a nucleosome-interacting protein which has non Ipgeviously reported as
a membrane protein. Expression of HMGN2 at the surfaceCld. cells was
corroborated by flow cytometry and fluorescence microgcdell cultures in the
presence of IFNr increased the expression of HMGN2 and the binding capacity of
Band 3 to CLL cells. Additionally, binding of Band 3 resulted an increased
expression of activation markers on the leukemic cé&lle. propose that Band 3,

through HMGNZ2 might favor the ignition of AHA in CLL.

Keywords: CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA, BAND 3, HMGN2, CD69,

TUMOR MICROENVIRONMENT
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Introduccién

1. Leucemia linfatica crénica de células B (LLC): caracteristicas genelas

La leucemia linfatica crénica de células B (LLC) es dackmia de mayor
prevalencia en adultos a nivel mundial, y su frecuenci&leHemisferio Occidental
llega al 25% del total de leucemias diagnosticadas [1] idél g¢ee incidencia de esta
enfermedad se sitia en el rango de 60 a 70 afios, en umdralaoximada de 2:1 en
el hombre respecto de la mujer. Si bien existen evidesohse la importancia del
factor genético asociado a esta neoplasia -como audrbajiencia en paises orientales o
su fuerte asociacién en ciertos grupos familiares- ésta la fecha un tema no
claramente dilucidado.

La LLC se caracteriza por la acumulacion progresiiea linfocitos B
monoclonales pequefios que presentan un fenotipo particafaexpresion de ciertos
antigenos que no son frecuentes en los linfocitosdilaintes, como CD5 y CD22-

3]. Otra caracteristica de las células LLC es la bamesion de inmunoglobulina (lg)
en la superficie, que suele ser de isotipo IgM E} efecto, el diagnostico de esta
neoplasia se define como una linfocitosis absoluta mayoxH#& 6élulas/L dada por
linfocitos de aspecto maduro e inmunofenotipo CDEB5" CD23 CD20° CD22, con
baja expresion dig de superficie [3] Su curso clinico es altamente heterogéneo, con
pacientes que presentan una enfermedad indolente y establee duternos afios, y
otros en los que la enfermedad progresa relativamentorggiequieren terapia anti-
neoplasica en forma repetida-7]. Expresado en frecuencias, aproximadamente un
tercio de los pacientes nunca requerira tratamiento, attm terogresara lentamente
hacia una enfermedad mas agresiva, y el tercio restarddratado al momento mismo
del diagnosticoA partir de estas observaciones se construyeron losisiesnas de
clasificacion de la LLC mas usados y conocidos mundiaknéos estadios de Rai [§]

Binet [9] (Tabla 1). Los mismos influyen directamente sobre el esquema aartieito
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Introduccién

de la enfermedad. Asi, fue posible dividir a los pacieatels tres grupos prondstico

conocidos: bueno (Rai 0 y I, Binet A), intermedio (Raj lll, Binet B) y malo (Rai IV,

Binet C).

Caracteristicas Sobrevida
Rai
Estadio O -Linfocitosis en sangre y MO Unicamente 12 afos
Estadio | -Linfocitosis y linfoadenopatia
Estadio Il -Linfocitosis y esplenomegalia o hepatomegalia 7 afos
Estadio IlI -Linfocitosis y anemia (Hb<110 g/L)
EstadiolV -Linfocitosis y trombocitopenia (plaquetas<106/L) <1 afo
Binet
Estadio A -Menos de 3 sitios inflitraddsHb>100 g/L, 9 afios
plaquetas>100.£0.
Estadio B -3 0 mas sitios infiltrados, Hb>100 g/L, 5 afios
plaquetas>100.£0.
Estadio C -Hb<100 g/L o plaquetas < 10010 2 afios

Tabla 1. Sistemas Rai y Binet de clasificacion para los estadide pacientes LLC. Rai y
Binet son los sistemas de clasificacion basados en pararoBhioes y de laboratorio méas
difundidos. Hb: Hemoglobina, MO: médula 6sé&sitios infiltrados pueden ser: higado, bazo y
ganglios linfaticos inguinales, axilares y cervicales.

Esta clasificacion, sin embargmg permite pronosticar si un paciente del grupo
bueno o intermedio va a progresar, ni de qué forma [10]edt®m sentido, estudios
realizados en los dltimos afios han demostrado que lagebtmidad de la LLC a nivel
clinico se correlaciona con heterogeneidad a nivel deélalac leucémica. Son
numerosos los marcadores bioldgicos que se expresaarma fiferencial en las
células leucémicas de pacientes de buen o mal prondsttee ellos se destada
presencia o no de mutaciones somaticas en la porci@bleade la cadena pesada de la
Ig clonal (IgVH) [7, 11]. Los pacientes con IgVH mutados esponden al grupo

estable, mientras que los pacientes con IgVH no mutadosnfaeseéna enfermedad
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Introduccién

mas agresiva. Las frecuencias estudiadas indican qaltalalé mutaciones en los genes
VH de la Ig del clon leucémico conduce a la muerte del 50¥sdeacientes 6 a 8 afios
después del diagndstico, aun bajo tratamiento quimioteiapeumientras que los
enfermos con IgVH mutadas presentan una enfermedad indolentenaomedia de
sobrevida superior a los 20 afios [12].

Otros marcadores con valor prondstico en LLC son faesion de la proteina
intracelular ZAP-70 y del antigeno de membrana CD38 enélatas leucémicas del
grupo de mayor riesgi®-7]. ZAP-70 es una proteina quinasa normalmente presente en
linfocitos T y células NK, que participa en la transduccie sefiales a través de
receptores de activacion, como el receptor antigénico rdecitos T (TCR). La
molécula CD38 es una ectoenzima que sintetiza compondaes para la regulacion
de los niveles intracitoplasmaticos de calcio [13]. Sueerizamiento luego de
interaccionar con su ligando natural, el CD31]D4¢on anticuerpos especificos, induce
la transduccion de sefales y la activacion celuldmércitos T [15], células NK [16]
linfocitos B normales [17] y las propias células LLC [18nbos marcadores se
evallan en la actualidad mediante la técnica de citand&iflujo, que puede ser
llevada a cabo en un laboratorio de menos complejidad quietéaminacion del
“estatus mutacional” de la I[gVH.

A diferencia de lo que ocurre en otros tumores, no sddmificado ninguna
mutacion o aberracién cromosomica responsable dansftrmacion del clon LLC. No
obstante, son frecuentes las lesiones citogenéticaapgmecen a medida que progresa
la enfermedad. La mas comun es la delecion 13q14.3, que eoumés del 50% de los
casos [19-20]. Recientemente se ha demostrado que estaaegitosOmica contiene 2
genes micro-ARN, pero hasta el momento se desconofnd®n regulatoria que

podrian cumplir [21-22]. También se ha encontrado comoadi@n a nivel del ADNd
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delecién 11922.3de aparicion tardia y observada principalmente en pacismesrs
de 55 afos. Si bien la frecuencia es relativamente ba&etaatlo aproximadamente al
10-20% de los pacientes LLC- su relevancia es clara yaquellos pacientes que la
portan presentan un cuadro clinico con extensas adermmatfarmedad progresiva y
corta sobrevida. Esto se debe, entre otros factores, endagegion alterada se halla el
gen ATM (ataxia telangiectasia mutated). La disminugiénla expresion de ATM
determina pérdida del control del ciclo celular y disfinae p53 [23]. Particularmente
en LLC, datos recientes revelan que aquellos pacientes con detatiieterocigocis
para el cromosoma 11q presentan una mayor tendencisaa ehatelo restante, con la
consecuente progresion de la enfermedad [24L25ptra anomalia importante drl.C

es aquella que implica la pérdida del gen TP53, la delecion 17p1&3.régula los
mecanismos de estrés extracelular, activacion oncaggmano al ADN, y permite que
la célula reaccione adecuadamente frente a estosilestioontrolando el ciclo celular o
mediante la induccion de apoptosis [24]. La delecion 17p13.1 sevaleseel 5-7% de
pacientes LLC con estadios iniciales y en el 25-40%odecasos con enfermedad
avanzada o refractaria. Su deteccion resulta de gran temp@ clinica dada su
asociacion con mala evolucion de la enfermedad, la sofieevida y la resistencia al
tratamiento [26].

Cualquiera sea el grupo de riesgo al que pertenezcan, lestpaccon LLC
suelen presentar hipogammaglobulinemia y anemia a medida oqugesa la
enfermedad [3, 27]. La hipogammaglobulinemia es el princigabfgoredisponente a
las infecciones, las que constituyen la primera causa atbi/mortalidad de los
pacientes LLC [28]. Se desconoce cudl es el origen dmjos niveles en la produccion
de Igs, pero es posible que esté relacionado con la desiégulada funcionalidad del

sistema inmune, en particular con la colaboracidresaria entre linfocitos TCD4y
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células B para que estas ultimas se diferencien en qdites secretores de Igs [29]
Varios estudios realizados in vitro han demostrado que latagsdeucémicas son
capaces de interferir con la cooperacion T-B. Por @ignias células LLC secretan
TGF- [30], que es un potente inhibidor de la proliferacion de dibds B normales,

como asi también secretan altos niveles del receptor lp&asoluble que podria
disminuir sensiblemente la disponibilidad de IL-2 necegara activar a los linfocitos
T [31].

En relacién a la anemia en los pacientes LI&Sta puede deberse a la
disminuciéon de la hematopoyesis por infiltracién de la médska por parte de las
células leucémicas [3, 27], o puede tener una causa autoifi@#188]. Entre el 9% y
el 29% de los pacientes LLC presentan anemia no inmurereaderada y severa, que
se asocia a una mala respuesta a la quimioterapia gneglerada un factor de mal
prondstico. Con respecto a la anemia hemolitica autoinrfAtd@) en los pacientes
LLC, cabe sefialar que esta leucemia es la causaamisae AHA en el adulto, con
una incidencia que va del 4% al 37%, variacion que depenldectddorte de pacientes
LLC estudiados, siendo mas frecuente en los estadiowados de la enfermedad [32-

36].

2. Células B leucémicas en LLC: expresion de marcadores de activacion y su
relacion con el microambiente en los centros de proliferacion

Por muchos afios se ha considerado a la LLC como emf@medad
relativamente indolente, atribuyéndose la acumulaciénlos linfocitos malignos a
defectos en el proceso apoptético, originados en part& ppresion aumentada de
proteinas anti-apoptoéticas de la familia Bcl-2 [27, 37]. A su e conoce que las

células LLC obtenidas de sangre periférica estan enGaslel ciclo celular y tienen
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disminuida su capacidad de responder in vitro frente a estinmltzgénicos
linfocitarios [38-39].

Sin embargo, trabajos recientes demuestran que |lgiadiale esta neoplasia es
mucho més compleja de lo que se pensaba hasta hacafio®s/ es por eso que se
reconsider esta vision clasica de la LIED este sentido es oportuno sefialar, por un
lado, que las células LLC expresan marcadores de adtivasnilares a las células B
normales que contactaron a su antigeno [40yfifesentan menor longitud telonei
gue linfocitos B normales [42], indicativo de haber paspodo varios ciclos de
replicacion. Por otra parte, quiza la evidencia mas fukatque el clon leucémico es
capaz de proliferar in vivo proviene de un estudio realizadmemntes LLC a los que
se les hizo beber agua pesada durante varias semanasghaaa lkevincorporacion de
deuterio {H) al ADN [43]. Mediante esta estrategia se pudo cuantifigae
aproximadamente entre 1X1§ 1x10? células leucémicas nacen por dia en cada
paciente estudiado, mientras que los valores de muerte damélulas leucémicas se
encuentran entre 0 y 1Xf0De esto se desprende que la progresion de la enfermedad
va a depender, a diferencia de lo que se pensaba tiempalatridalance entre la tasa
de proliferacion celular y la tasa de muerte que el eéocdmico sufra.

Pero, ¢ddnde proliferan las células leucémicagfr&one que las células LLC
gue circulan en sangre periférica y se encuentran adesséa @son “abastecidas” por
nuevas generaciones de células leucémicas que prolifénaipgimente en los nédulos
linfaticos, puntualmente en estructuras que fueron llasnaoEntros proliferanté&so
“pseudofoliculo’s Estos pueden también hallarse en médula 6sea y en etlbdas
pacientes, y no son mas que agrupamientos de células leasémiestrecho contacto

con células T y células mieloides de tipo nodriza (Nuike Cells-NLQ. Ambaos tipos
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Introduccién

celulares modifican dinamicamente el microambientey epercute en la activacion y
proliferacion del clon tumoraFgura 1).

Las células LLC expresan varios marcadores deaaitn, en particular las que
se encuentraen los centros proliferantes. Uno de ellos es lausidxd o del receptor
de la citoquina IL-2, llamado CD25 [44]. La afinidad de IL-2 poreceptor depende
de la expresién de CD25, por lo que las células CB&Ean mas sensibles a los efectos
de esta citoquina, de importante funcion en la proliferac@&ular [45]. En particular,
en LLC esta descrito que IL-2 cumple un rol importanteesnatar de la apoptosis a las
células neoplasicas activadas, que expresan altos nidelg3D25 [46], y ha sido
descartado como marcador de progresion de la enfermedadfddd marcadores de
activacion importantes son las moléculas coestimuésto€D80 y CD86, de rol
relevante en la colaboracion T-B al modular la acivade las células T interactuando
con las moléculas CD28 y CTLA-4 [48En LLC, esta descrito que su expresion es
anomala y puede inducirse por estimulos comoykNsligonucledtidos CpG [49-50]
Por su parte, la molécula CD69 es una glicoproteina intégnaembrana de tipo 2 con
dominio de unidn a lectina de tipo C, e inicialmente sgekcribio como marcador de
activacion temprana en linfocitos T y B, células Mi€utréfilos y eosinofilos [51]. Si
bien a la fecha no se ha identificado un ligando natural@@&®, en los ultimos afos
ha crecido considerablemente la informaciéobre esta molécula atribuyéndole

participacion relevante en fend6menos como autoinmunidadagec [52].
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Sefalesde sobreviday
activacion al clon tumoral

Aumento en la expresion de
marcadores de activacion
> |del clon tumoral:
+CD86
-CD25
-CD69
-CD71

célula estromal

Figura 1. Efecto del microambiente de los centros proliferanteen la activacion del clon
leucémico. Los factores liberados por células T y células de tipo re@NELC) aumentan la
expresion de marcadores de activacion como CD86, CD25, CD69 y €D74s células
tumorales de pacientes LLC.

También en ese periodo fueron publicados dos trabajos querceamla
importancia del estudio de CD69 en LLC, ya que lo postulan ecoanoador prondéstico
de progresion para esta neoplasia. En el primero, del 20@kts#0 la expresion de
CD69 en 92 pacientes, y se encontr6 que 48 de ellos expresteomarcador que
correlaciond positivamente con los valores de estdiao, linfocitosis e infiltracion
de células tumorales en médula 6sea [53]. El segundqatraleh 2012 y que abarco a
417 pacientes, muestra que CD69 correlaciona fuertemente maodrnélos factores
prondstico usados en la actualidad en la clinica: CD38, ZAPesfago mutacional de
la IgVH [54]. Con este trabajo se confirma que CD69 es uri@acma de activacion
linfocitaria cuyo estudio tiene relevancia clinica ebl&.

Por otra parte, en el contexto del microambiente tumdeallos centros
proliferantes, se pueden encontrar distintas citoquileesatlas por el propio clon

tumoral. Tal es el caso de IL-6, que se expresa y sear&atrecruzarse el receptor

antigénico (lg) o el marcador CD160, lze®m moléculas presentes en la membrana
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plasmética de la célula LLC [55En células B normales la IL-6 funciona como factor
de crecimiento y favorece la diferenciacion celular [&8] pacientes LLC, por su parte,
esta reportado quda IL-6 sérica se encuentra aumentada respecto de las
concentraciones detectadas en dadores sanos, y quaaongicon un mal pronéstico

de la enfermedad [57-58]. Otra de las citoquinas secretada$ @on LLC es el TGF-

B. Como fuera mencionado, esta citoquina interfiere enolaboracién TB; pero
también inhibe parcialmente la proliferacion del clon LLCey capaz de regular
negativamente sefiales pro apoptéticas del microambiemige con menor intensidad
gue en linfocitos B de dadores sanos [30].

Entre las citoquinas presentes en el microambiemeral que son inducidas
como consecuencia de las frecuentes infecciones quensios pacientes LLC, se
encuentra el INF Esta citoquina puede ser producida por una amplia variedad de
células y tiene particular relevancia en las infecesovirales ya que cumple funciones
artivirales. Por tal motivo, el IFN-tambiénesutilizado para el tratamiento terapéutico
de ciertos pacientes que sufren infecciones virales amidiadministracion por via
exdgena [59-6Q]situacion donde esta reportado un aumento en el riesgont@ero
AHA [61]. En pacientes LLC, por su parte, se encontré que la frecudaciglulas T
de memoria secretoras de INFeapaces de reconocer antigenos provenientes de
citomegalovirus se encuentra aumentada respecto de la ipablsana,y que
practicamente definen el repertorio de memoria T para s de pacientes LLC
progresores [62]. Sumado a esto, es interesante mencjoeael IFNe es también
utilizado como tratamiento para ciertos desordenes heigato$ y fue probado en
pacientes LLC. Durante dicho tratamiento, segun estatagjagraumenta la incidencia

de AHA [63].
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3. Anemia hemolitica autoinmune y leucemia linfatica cronica

Como se sefialara anteriormente, una proporcion dedogntes LLC que
padecen una enfermedad progresora desarrollan en paralelo aeoglasia
complicaciones autoinmunes, siendo la AHA la mas frecu&igeanterés de nuestro
grupo de trabajo indagar sobre los mecanismos que rela@standos patologias, que
a la fecha no estan claramente dilucidados. Paraesllnecesario, en primer lugar,

definir qué es la AHA y como se desarrolla en los péeseblLC.

a) Anemia hemolitica autoinmune

La AHA se define como la destruccion de los globutgses provocada por
anticuerpos especificos [64]. Puede presentarse como wiaiéorpatoldgica primaria
(idiopatica) o ser secundaria a una enfermedad de base, epm® caso de la AHA
asociada a la LLC [64-65]. El isotipo del autoanticuerpo queqma la anemia es
importante ya que determina los mecanismos de destruccios giébulos rojos. En el
caso de la IgG, la eliminacion de los eritrocitos sensibitizase produce mediante el
proceso de fagocitosis mediada por los macréfagos esgaénitepaticos, que expresan
receptores para el fragmento Fc de la IgG (iRF@6-67] Por el contrario, los fagocitos
no presentan receptores para la IgM y la destruccion eiH& provocada por
anticuerpos de este isotipo se produce por activacion da @agica del complemento
[68-69].

Por otra parte, para que se desarrollen los fendénanosmmunes debe haber
ruptura de los mecanismos de tolerancia hacia los aotigpropios. La llamada
tolerancia central ocurre durante la maduracion de laxcliok en los tejidos linfaticos
primarios, es decir, en el timo para el caso de losdita® T, 0 en la médula 6sea vy el

bazo para los linfocitos B [70]. Por este proceso, #yaria de los linfocitos que
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generaron receptores capaces de reconocer antigenosspsopioeliminados por
delecion clonal o inactivados por anergia clonal. ¢jos por distintos motivos pueden
alcanzar la periferia serén tolerizados a traves destisenecanismos, conocidos como
mecanismos de tolerancia periférica. En muchos cadabdale respuesta periférica se
debe a que el autoantigeno no esta disponible para sesadocy presentado a los
linfocitos T, o bien porque se encuentra en muy bajas coac@mtes 0 porque esta
secuestrado en sitios inmunolégicamente privilegiado®vigiente que no es esto lo
qgue ocurre en la AHA, ya que las proteinas eritrocitas@sencuentran en gran
abundancia y accesibles a las células presentadoragigenan(CPA). Sin duda, las
células T regulatorias CD@D25 FoxP3 juegan un rol central en los mecanismos de
tolerancia periférica. En el caso concreto de la AstAha demostrado que las células T
CD4'CD25 son criticas para el control de la induccién de larémenurina [71]. Es asi
gue, utilizando un modelo de induccién de AHA por inoculacgpetida de eritrocitos
xenogeneicos, se encontré que la eliminacion de las céR#s aumenta la
incidencia de AHA, mientras que la transferencia adop#viinfocitos CD4CD25' la

previene. Por el momento, no se sabe si lo mismo oearseres humanos.

b) Immunodeficiencia y AHA en LLC

Los mecanismos de tolerancia central y perif@atéan con gran eficiencia, ya
gue las enfermedades autoinmunes son patologias poco fescyg@ué fallas ocurren
entonces en la LLC que conduzcan a la produccion de actgenpibs contra eritrocitos
en una proporcion importante de los pacientes? El model@oaptado para explicar la
asociacion entre AHA y LLC propone que la aparicién dabmeno autoinmune seria
una consecuencia de la inmunodeficiencia caracteristic@stie enfermedad. La

desregulacién de la respuesta inmune en LLC ha sido areplanestudiada e
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involucra a los linfocitos T, B, células NK, como &sinbién a las células de estirpe
mieloide [72-73]. Los pacientes presentan hipogamaglobulinesseasa o nula
respuesta frente a la inmunizacion con neoantigeneersién en la relacion entre
linfocitos T CD4 y CDS§', deficiente respuesta de células NK, entre otros defectos
inmunes [74-75]Las células leucémicas son en parte responsablestpsdesectos en

la respuesta inmune. En un interesante estudio realmadel grupo de J. Gribben [76]

se demostré que los linfocitos T de los pacientes LlgSeartan un perfil génico global
diferente de los linfocitos T de dadores sanos, y ¢juergacto directo con las células
LLC induce cambios similares en los linfocitos T norrsale

Por otra parte, es un hecho conocido que el tratengeimioterapedtico de los
pacientes con analogos de nucleodsidos, como la fludarabwaete la aparicion o
agravamiento de la AHA [77]. Teniendo en cuenta que la flbdeaes un potente
inmunosupresor que no solo afecta a las células LL&Ctambién a los linfocitos T, se
atribuye la mayor incidencia de AHA post-fludarabina aliminacion preferencial de
las células T regulatorias. En este sentido, Beyeoly[78] han reportado que la
fludarabina disminuye la frecuencia y actividad de los litdscT CD4CD25 en
pacientes LLC.

El modelo que adjudica a la inmunosupresion tipicaadeéLC un papel
preponderante en la induccion de la AHA deja, sin embargopragunta clave sin
responder: ¢Por qué se inducen preferentemente autoanticwenuoa proteinas
eritrocitarias y no contra otros blancos antigénicos? Raeamtar responder a esta
pregunta es necesario tener en cuenta que los globuassepestruyen normalmente
en el bazo dando lugar a altas concentraciones de proteinasitarias de membrana e
intracelulares. En los pacientes LLC el bazo suel@remfiltrado por células

leucémicas, especialmente en los estadios mas avardadm&nfermedad, cuando la
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aparicion de la AHA es mas frecuente. En este microantebesplénico enriquecido en
productos de degradacion de los eritrocitos, las células pbadrian actuar como
células presentadoras de antigenos eritrocitariosa&m d esta hipotesis nuestro grupo

de trabajo inici6 afos atras su linea de investigacion.

c) Células LLC como presentadoras de antigenos: el modelo de Banda 3

Las células LLC, como todo linfocito B, son pofalmente capaces de actuar
como células presentadoras de antigeno (CPA) profesiongiée que expresan
moléculas de histocompatibilidad de clase II. El primerajmtgue demuestra la
capacidad para presentar antigenos de las células LLC fueagobkn 1988 por
Yasukawa y col [79]quienes evaluaron la respuesta de lineas T especificés &ren
células LLC pulsadas con PPD (antigeno de M. tuberculosi§\b(antigenos de virus
H. simplex). Los autores encontraron que, si bien las célll&s en reposo eran
capaces de estimular la respuesta T, el tratamientelcactivador de proteina quinasa
C, &cido forbol miristico (PMA) incrementaba sustanc@ite el nivel de respuesta,
sobre todo a bajas concentraciones de antigeno. En adidos la bibliografia
consecuente demostrd que la capacidad de las células LaG@ude como CPA se ve
aumentada en los érganos linfaticos secundarios, yamguese microambiente estan
siendo constantemente activadas. En particular, laact®n CD40-CD40L con los
linfocitos T de los centros proliferantes tendria un pageVante en la activacion de la
célula LLC, y por lo tanto, en su capacidad de actuaodORA.

Respecto de las células LLC como presentadorastigenos eritrocitario#iall
y col. [80] encontraron que todos los pacientes LLC cor\ Akesentan en circulacion
linfocitos T CD4 especificos contra el antigeRt. Mas importante adn, encontraron

gue las células LLC resultaron mas eficientes paraepawg/ presentar Rh a linfocitos T
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gue los monocitos y células dendriticas. La principatdioion de este trabajo es que no
gueda claro como hacen las células LLC para rempiyoendocitar a la proteina Rh ya
gue no se han descripto receptores para esta moléculdifdegos B no poseen un
mecanismo del tipo macropinocitosis como las célulagirite@as que permitiria la
incorporacion de moléculas en solucion.

Para investigar el papel potencial de las células Lo@ocCPA de antigenos
eritrocitarios, nosotros buscamos una proteina del giGojo hacia la cual se hubieran
descripto receptores presentes en los leucocitos. festaina es el intercambiador
anionico CYHCO3, que recibe el nombre de Banda 3 (B3). Demostramos que
efectivamente las células leucémicas unen B3, pero travas de los receptores
leucocitariosconocidos que, como se describird mas adelante en éstduircion,
interacttan con su glicano o su dominio transmembranaelRmntrario, las células
LLC unen B3 a través de reconocer la porcion citoplésenél-terminal de la proteina
eritrocitaria Encontramos también que, luego de su union, las células dwh Capaces
de endocitar B3, asi como de procesarla y presentarla emdiacia proliferacion de
linfocitos T autorreactivos [81]. En Ieigura 2 se muestran esquematicamente los

resultados que obtuvimos.
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Presentacion de
péptidos
derivadosde B3

Endocitosisy
procesamienta
de B3

Sitiode

unionaB3 ‘

UnidndeB3a "‘J‘
Banda3

lascélulasLLC

Figura 2. Esquema que describe la unién de B3 a células léuticas de pacientes LLC y la
activacion de la respuesta T autorreactivakn el bazo, las células LLC reconocen la proteina
eritrocitaria B3. Luego desu endocitosis y procesamiento, péptidos derivadosB8leson
presentados a linfocitos T CD4+ junto con moléculas HLA deeclaslLa activacion y
proliferacion de las células T autorreactivas constituyeneehmsmo de iniciacion de la AHA
enpacientes LLC.

4. Banda 3

a. Estructura y funcion

B3 es el intercambiador aniénico /EICO3 y cumple importantes funciones
estructurales, siendo la proteina de membrana mas abendkinglébulo rojo [82]
Aunque en la mayoria de los trabajos se la sigue llamBadda 3, la denominacion
actual de esta molécula es AE1l (anion exchanger 1) y pertaheckister de
diferenciacion CD233.

Se trata de una proteina multifuncional que posee 3 domimodominio que
atraviesa la membrana 14 veces y que posee la funcion decambiador
cloruro/bicarbonato, un corto dominio carboxi-terminal icitcgplasmatico, de union a

la enzima anhidrasa carbonica Il y un largo dominio artenginal intracitoplasmatico
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gue cumple varias funciones, entre otras la fijaciohadmembrana del eritrocito al

citoesqueleto [82-85] .

glicano

N 642
espacio

. s i\) - Z{ﬁac::lar

%%%“ﬁ) é

MSG
dominio
& 2 3 citosolico

%

Figura 3. Representacién esquematica de la proteina B3a proteina de membrana
eritrocitaria B3 es una glicoproteina de 14 pasos transmemigaaauenta con 3 dominios: el
domino citosdlico del extremo N-terminal; el dominio transmemdona el dominio citosélico
del extremo C-terminal. Su Unico glicano, de tipo N-adetiesamina, esta unido al
aminoacido Asparagina 642, situada en el cuarto rulo extracelula

dominio
transmembrana

B3 forma, junto con varias proteinas que incluyen adetedss nombradas a
las glicoforinas A y C, anquirina, hemoglobina y protedriay el denominado complejo

B3, fundamental para la organizacion estructural del eikibrg86-87] Asimismo el
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complejo B3 estd asociado al complejo Rh, constitdge entre ambos un
macrocomplejo molecular esencial para el intercar@iide/O,, principal funcién de los
glébulos rojos [87] Kigura 4). La estructura molecular de B3 se completa con la
presencia de un N-glicano complejo, unido a una aspara@ir&ga en el cuarto bucle
[85-88] Este glicano del tipo poli N-acetil-lactosamina es lwgéneo en tamarfo
debido a la variabilidad en el numero de N-acetil-lactasasnque incorpora [89]. Es
por ello que el peso molecular de B3 varia entre 90 y 110 UBea forma truncada de
B3 que carece del dominio N-terminal se expresa en la maantw@solateral de una
subpoblacion celular del rifién. Su funcion es intercambiearbonato por cloruro

colaborando con el mantenimiento del pH del organismo [90].

Espacio extracelular

LW
Q Q
R
Rh Band 3 Band 3
AQP1 CD47 RhAG
membrana
N
CAll
citoplasma 42
= Idolas:
G3PD - gl
Ankyrin
citoesqueleto de T
espectrina

Figura 4. Esquema representativo del macrocomplejo moleculaue forman el complejo

B3 vy el complejo Rh en la membrana eritrocitaria.La proteina B3junto a las proteinas
Anhidrasa Carbonica ll, Glicoforinas A y C, Anquirinagrdoglobina y proteina 4.2, forman el
llamado complejo molecular B3. Su funcién es fundamental paraen@nia estructura del
eritrocito. A su vez, el complejo B3 estd unido al complejoemdér Rh, resultando en un

macrocomplejo necesario para el intercambio gaseosfOg@rincipal funcién del glébulo
rojo.
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La deficiencia absoluta de B3 tiene consecuencias diée@pendiendo de la
especie animal en la que ocurra. Por ejemplo, los ratoreekout para B3 presentan
una anemia hemolitica severa que es mortal en un porcefeggdo de individuos
[91]. Llamativamente, se ha logrado criar con éxito temere no pueden expresar B3,
si bien padecen de una anemia importante [92]. En el hosiddcese ha reportado un
caso con ausencia total de B3. Este nifio cursa con asewmgea y nefrocalcinosis y
debe ser mantenido con transfusiones sanguineas regularegplgmento de
bicarbonato. Al momento de la descripcion del caso efi@l2800 el prondstico era
incierto [93].

B3 es también el principal antigeno de senescencia d®kmsdag rojos [94-95]
Es un hecho conocido que los eritrocitos envejecidos addafison removidos de la
circulacion sanguinea por el sistema mononuclear fagmc@onstituido por los
macrofagos esplénicos y hepaticos [66]. Estos macrofagmsiaeen anticuerpos
naturales de isotipo IgG unidos a los eritrocitos. Vagiadios han demostrado que los
anticuerpos estan dirigidos contra B3 modificada, aunguédiay acuerdo sobre si
reconocen el glicano o la parte proteica. Es asi queigbgle Beppu y col. [74-75, 96]
encontraron que la deglicosilacion de B3 inhibe el pegado deekgdivas en los
glébulos rojos, mientras que trabajos realizadosgmgiupos de Kay [82] y Lutz [95]
reportaron que los determinantes antigénicos se hallan fgesanla porcion proteica
de B3. Analizando la fraccion IgG obtenida de suero de dadoresmles estos autores
encontraron que los autoanticuerpos estaban dirigidosacediones de B3 que son
cripticas o de baja accesibilidad, y que estan presamtesde eritrocitos jovenes como
envejecidos. Por tanto, las porciones extracelulareipast de B3 deben sufrir un
cambio conformacional en los globulos rojos senessafqe posibilite su opsonizacion

por parte de las Igs naturales.
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Es importante sefalar que estos anticuerpos ofigtmls difieren de los
autoanticuerpos patogénicos encontrados en AHA, que reconuitegpes presentes en

la forma nativa de B3 de los eritrocitos jovenes y lo haosnalta afinidad.

b. Receptores celulares para B3

Independientemente de la interaccion de B3 con los d#osoa través de los
anticuerpos naturales, se han descripto receptores esld@apaces de reconocer a la
proteina en forma directa. Uno de estos receptores es CD3fljaopaoteina de 88kDa
gue fue identificada inicialmente en monocitos mediamtengpleo del anticuerpo
monoclonal OKM5. CD36 es un miembro de la familia de recepsmagenger de clase
B y esta expresado en muchos tipos celulares ademéas deolaocitos, como por
ejemplo, en células de la microvasculatura endotekad gélulas del musculo liso [97]
Trabajos realizados por Barnwell y col. demostraron que BHKiibe la union de
eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum a monocitos P8&$teriormente,
este mismo grupo encontré que el anticuerpo esta dirigidivacCD36, lo que implica
gue la union de los eritrocitos infectados con P. falcipaxrumonocitos involucra a este
receptor scavenger [29]Cabe sefalar que los eritrocitos no infectados no son
reconocidos por los monocitos, es decir que la adheresecdebe a una modificacion
gue ocurre en la membrana como consecuencia de la arfedaie recién en 1993
cuando Crandall y col. pudieron demostrar que la moléexieocitaria con la que
interactia CD36 es B3 [1Q0Para ello utilizaron péptidos sintéticos homologos de
secuencias correspondientes a dos regiones extraesldla B3 con los que lograron
inhibir la union de los eritrocitos infectados a los pwitos. El dominio de adhesion de
B3 a CD36 incluye los residuos 534 a 547 y se basa en una modifien el residuo

de lisina 539. En los eritrocitos no infectados, este domasi criptico, es decir,
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inaccesible a ligandos extracelulares. La infeccién ¢@armsito expone el dominio y
permite que el eritrocito infectado pueda ser reconocidoQB6 presente en el
endotelio y otras células, como los macréfagos [101:1@2¢xposicién del dominio de
interaccion de B3 con CD36 no solo se logra por infeccignRofalciparum. Se ha
demostrado que la oxidacion de B3 con agentes como el ditsdohiocianostilbene
sulfénico (DIDS) también inducen su reconocimiento por CD36 [1B&f dominio

criptico de B3 es diferente del dominio de union de las Iggralas mencionado
anteriormente.

No sélo CD36 es capaz de reconocer en forma diaeB En un trabajo mas
reciente del grupo de Beppu se reportdé que la Nucleolina, unanproteitifuncional
conservada filogenéticamente, es reactiva contra einglide B3[104] Estos autores
habian demostrado que los eritrocitos modificados por d&ilaon fagocitados por
los macréfagos a través del reconocimiento del glicari®3dmodificado, en este caso
en ausencia de los autoanticuerpos naturales EiSinecanismo sugerido para este
proceso involucra la formacion de agregados de B3 sobreeabrana eritrocitaria
como resultado de su oxidacion. De esta forma, B3 expgaedibs multivalentes de
alta afinidad hacia receptores celulares, que estanitaa®ss por los azucares
oxidados. Mediante el empleo de un anticuerpo especifigidd contra Nucleolina y
utilizando una forma recombinante de la proteina, los autlem@sstraron que es éste el
receptor macrofagico para B3 oxidada. Es interesantéasejiee el tratamiento de los
eritrocitos con inhibidores de caspasas disminuye signifazagnte su reconocimiento
por parte de los macréfagos a través de Nucleolina. Estééado sugiere que el estrés
oxidativo mediante la activacion de la via de las caspassibilita la depuracion de los

glébulos rojos a través de la agregacion de B3.
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En conclusion, distintos trabajos realizads largo de los ultimos 30 afios han
demostrado que la proteina B3 es importante para el r@oteato, por parte del
sistema mononuclear fagocitico, de los eritrocitos dafigltoenvejecidos, ya sea en
forma directa a través de CD36 y Nucleolina, o indirectéenenediante los Riajue
interactian con los autoanticuerpos naturales. Esteegwode reconocimiento y
depuracion forma parte del ciclo de vida de los eritrocg@ndo por lo tanto un
proceso fisiolégico. Por el contrario, la destrucaitinlos glébulos rojos en la AHA
depende de la produccién de Igs patogénicas que pueden o ndirggtias contra los
mismos epitopes antigénicos que las Igs naturales. Sabgueosinguno de los
receptores descritos son los responsables de la unionaéaBg¢lulas leucémicas, asi

como tampoco lo es la Ig de la membrana del clon neopl§&lgo
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Objetivos

Segun lo expuesto anteriormente, queda claro que la protiéfoaitaria Banda 3
se une especificamente a las células LLC, que puede emralizada y activar via
presentacion antigénica a células T autorreactivasei8bargo, desconocemos cuél es
el o los sitios de unién de Banda 3 en la membrana dglula leucémica y si su
expresion puede ser regulada por sefales del microambientetr& parte, resta por
estudiar si la interaccion de Banda 3 con la célulauBéimica modifica su estado de

activacion. Es por ello que los objetivos de este tratajmsis fueron:

1) Identificar el sitio de union de Banda 3 en las céBl&sicémicas.

2) Estudiar la regulacion de la union de Banda 3 a latasdlllC y las consecuencias

gue dicha unidn tiene para la célula leucémica.

33



MATERIALES y METODOS |

34



Materiales y Métodos

1) Reactivos generales y anticuerpos
a. Tampon fosfato salino (PBS)

Solucién preparada con NaCl 0,138M, KCI 0,027 M;Hr0,0,078M y KHPQ
0,015M; pH=7,4. Las marcaciones de células con anticuerposepahaacion por
citometria de flujo se realizaron con PBS con 0,5% deal®imina bovina (BSA) de
Weiner Laboratorios (Santa Fé, Argentina).

b. Solucion de Turk para el recuento de células

La solucién se prepara con violeta de genciana (100mglp acético glacial

(31,25ml) y agua destilada (c.s.p. 500ml). Para el recuent@ldias se realizaron

diluciones de esta solucion y se contd en camara de Neubaue

c. Medio de cultivo

Se utilizd medio RPMI 1640 de Life Technologies (Grardnts NY, USA)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% para ebnoednpleto, con 100 U/mi
penicilina o 10Qug/ml estreptomicina, todos de GIBCO Laboratories (Grand Island,
USA).
d. Solucién de Ficoll-Triyosom

Para la purificacion de células mononucleares dgregoeriférica se utilizd una
solucion isoténica de Ficoll 400 de Amersham Biosciencesdfway, NJ, USA) y
Triyosom 50 (aminotrizoato sodico 50%) de Justesa Imagen Arge8tih (Bs.As.
Argentina), densidad 1,077 g/I.
e. Anticuerpos, citoquinas, acidos nucleicos y microesferas de poliestireno

Para los estudios de citometria se utilizaron los sitpseranticuerpos
especificos contra: CD5, CD3, C0Q56D19, CD69, CD25 y CD86 marcados con
Isotiocianato de Fluoreseina (FITC)-, Ficoeritrina YREPeridinin Chlorophyll Protein

Complex (PerCRzy™S5.5) todos obtenidos de BD Biosciences, Pharmigen (CA, USA).
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El anticuerpo anti-B3 fue obtenido de Gene-Tex (San Antdng,USA); clon BIlI-
136, 1gG2a murina. El anticuerpo policlonal anti-HMGN2 y la nezcklevante de
lgG, ambos desarrollados en cabra, fueron obtenidos de paesanSanta Cruz
Biotechnology, USALas citoquinas TGIB; IL-6 e IFN«a fueron obtenidas de &®
Systems. El &cido nucleico de 24 nucleétidos enriquecidotesing-guanina unidas
por un enlace fosfato “CpG” fue comprado a la compafia IDT, USA. Las microesferas
de poliestireno utilizadas fueron obtenidas de Polysciebi®A,
f. Detergentes

Los detergentes Triton X-100, NP-40, deoxicolato de sodidHpRS fueron

obtenidos de Sigma-Aldrich, USA.

2) Pacientes LLC

El estudio se llevd a cabo con muestras de sangrénmifie pacientes LLC
evaluados al diagndstico y durante el curso de la enfedngd@&nes son atendidos en
la Seccion de Clinica Médica del Instituto de Investmyaes Hematologicas (Academia
Nacional de Medicina), el Servicio de Hematologia del kalkspoliclinico Bancario y
el Servicio de Hematologia del Hospital de Agudos Dr. Teodbwarez. Los pacientes
con los que se trabaj6 no mostraron evidencias bioguEndieaanemia hemolitica ni
evidencia clinica relevante de complicaciones por infeesioios pacientes LLC
fueron informados acerca de los objetivos del estudieerodisu consentimiento por
escrito. Los estudios realizados para esta tesis do&onsn parte de un proyecto de
investigacion que cuenta con el aval del comité de Etida deademia Nacional de

Medicina.

a. Obtencion de células mononucleares y criopreservacion de tasestras
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Las células mononucleares totales (CMT) fueron obtsradaartir de muestras
de sangre periférica recogidas sobre heparina. La samgm se diluyo a la mitad en
solucion fisiolégica y fue sembrada sobre una solug®FRicoll-Triyosom. Este sistema
bifasico fue centrifugado a 1500 rpm durante 30 minutos a 5°C. L#egecsgio la
interfase conteniendo a las CMT y se las lavdo dossveom solucion fisiolégica
centrifugando por 10 minutos, una vez a 1500 rpm y otra a 800 gsrCMT fueron

finalmente re-suspendidas en medio RPMI 10% SFB.

Las muestras de CMT fueron utilizadas en el mismo die-suspendidas en
SFB 10% DMSO vy criopreservadas en tanque de nitrégeno liquadagabilidad de las
muestras utilizadas luego de la criopreservacion se evagdiante microscopia de
florescencia utilizando el colorante ioduro de propidicang de acridina, las muestras

con porcentajes de necrosis y apoptosis mayores a 10 fuesaantddas.
3) Proteinas
a. Purificacion de B3

Para la purificacion de la proteina B3 se ensaydé una icaadn sobre el
método de Casey [105]. Muestras de sangre periférica de dasdomas obtenidas en la
Seccion de Clinica Médica del Instituto de Investigacidhematologicas (Academia
Nacional de Medicina), fueron centrifugadas para la renodel plasma, y luego
lavadas sucesivas veces con Solucion Fisiologica, goitencapa de globulos blancos
cada vez. La suspension celular (en su gran mayoriadarpw@ eritrocitos) fue lavada
tres veces con PBS vy luego los eritrocitos se lisarotampén Fosfato 5mM pH=8,
conteniend EDTA 2mM, B-Mercaptoetanol 10 mM y PMSF 1mM hasta obtener un
color blanco en el fondo del tubo luego de centrifugar. hambranas eritrocitarias
fueron despojadas de proteinas accesorias con EDTA 2mM pldvadas nuevamente

con PBS para continuar con la remocion de proteinagpea$ de membrana, y luego
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solubilizadas con Deoxi-colato 1% m/v o con Tritdn X-100 186, mmbos disueltos en
tampon Fosfato 5mM pH=8. La suspension se centrifugd dutédntenutos a 20000 g
en frio. El sobrenadante asi obtenido se encuentraesitaranriquecido en B3 [10a3!

detergente se removid mediante extensas rondas désdialidra PBS. La solucién fue

liofilizada y reconstituida en PBS.

A B
e 100 kDa
150 kDa
100 kDa Banda 3 75 kDa ——
75kDa ... ——
50 kDa —
S50kDa .
37kDa—— | %
37 kDa l
25 kDa — ;
25 kDa . -

Figura 5. Purificacion de B3 de eritrocitos humanos A partir de muestras de sangre
periférica de dadores sanos se obtuvieron glébulos rojos alamemtjuecidos. Estos fueron
lisados sucesivas veces en tampén Fosfato 5mM pH=8 pareelzcidiot de preparaciones de
membrana plasmatica eritrocitaria, que fueron despojadaotiénas accesorias con alto pH y
solubilizadas selectivamente mediante detergentes. PaheFdi representativa de los
resultados obtenidos al ensayar las purificaciones de B3. Se murestehtefiido con Plata de
una purificacion de B3 mediante solubilizacion utilizando eérdente Deoxi-colatal 1%.
Panel (B) Autorradiografia de Western blot usando anti-B3 monoclearal verificar la
identidad de la banda detectada en los geles tefiidos partngrmtal. A menor PM se
observan los fragmentos de protedlisis caracteristicosatnidacion de B3105].

b. Dominio intracitoplasmatico de B3

El vector pET21a con el dominio N-terminal de Banda 3 (B8M)dentiimente
cedido por el Dr. Z. Zhang de la Universidad Fudan en Sha@gaa. Con dicho
vector fue transformada la cepa BLRB-pLys (E. coli) para posteriormente inducir un

cultivo de 4 It de LB con el antibiotico correspondier@eando el cultivo bacteriano
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llego a 0.6 D.O. (Abs600nm), éste fue inducido con 1 mM de IPTG @uBahbras a
30°C, obteniéndose finalmente un pellet correspondiente aa®gipeso himedo).
Pasaje por columna de afinidad al niquel (iMAC HisTrap HP)

El pellet se resuspendio en solucion tampon de lisis a pH#t8rdiendo 50 mM
Tris, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol e inhibidores de protealsasgo de agregar la
enzima lisozima para romper la pared celular bacter@napnicé el extracto durante
20 min con macro-tip realizando pulsos de 30 seg a una amplid@ %e Se diluyé el
preparado hasta alcanzar los 150 mM de NacCl y se centrifu§®@0 rpm durante 30
min a 4°C para obtener la fraccién soluble (sobrenaddsséd se filtré a través de una
membrana de 85 um de poro y se inyectd en una columna de afinidad HisTrap HP 5
ml (LG Amersham). Se procedio entonces al lavado de lame@ con 10 volumenes
(50 ml) de tampdén conteniendo 50 mM Tris, 150 mM NaCl y 20 mM aratl
Finalmente la proteina es eluida mediante un gradient lilee0 a 40 % de tampon
con imidazola 0,5 M (Solucién B). La proteina sale a 15 % de Solucién B4eml de
eluato.
Desalado del pico obtenido por iIMAC

El eluato fue concentrado utilizando ultracentrifugademgencial (Vivaspin 6
cut-off 10.000 MW PES) de 14 ml a 2 ml. Para poder purificam grbteina
recombinante en una columna de intercambio anidnico sediicc@yectar la fraccion
concentrada en una columna “HiPrep desalting” 16/60 a un flujo de 5 ml/min
equilibrada con solucién tampon 20 mM Tris pH 7.5. El objetieoello es que la
muestra quede a una concentracion salina inferior a 50 mMpparatir asi la union a

la columna de intercambio i6nico.
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Purificacion de B3N por intercambio i6nico

La fraccion obtenida del desalado (11 ml) fue inyectada encoiumna de
intercambio aniénico ResourseQ 1ml (LG Amersham) equilibradasolucion tampon
20 mM Tris pH 7.5. La elucién se realizo a 1 ml/minuto con sdiutampén B (20 mM
Tris pH 7.5, 1 M NacCl) en un gradiente discontinuo utilizarido) gradiente de 0-20
% B en 5 ml y 2do) gradiente de 20-75 % B en 20 ml. Se oomriferentes alicuotas
de los picos obtenidos en la IMAC, en el desalado y @itezcambio i6nico en SDS-
PAGE al 12% para verificar el estado de expresion y purifioate la proteina B3N.

En la Figura 6 se muestra un resumen de los pasos realizados y
cromatogramas obtenidos en las distintas columnas ugaatas el protocolo de

purificacion de B3N.
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transformacion lisis bacateriana y obtencion
E. Colicepa BL21—> *> de sobrenadante a sembrar

en la columna de Niquel

cultivo en presencia de Amp
e induccion con IPTG

B C
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Figura 6. Obtencidn de B3N recombinante mediante expresién en sistanprocariota.
Panel (A) lzquierda, vector pET21la con el dominio B3N. Sestna un esquema de los
distintos pasos realizados desde la transformacion bacteriasta k& obtencion del
solrenadante de lisis a sembrar en la primera columna de pudfic&anel (B) Cromatograma
obtenido de la iIMAC HisTrap HP. Interaccion: Niquel dedaima con cola de Histidina en
B3N. Panel (C) Cromatograma obtenido del desalado de B3N iBnefH desalting.
Fundamento: columna de exclusion por tamafio (desalado deudstra). Panel (D)
Cromatograma obtenido de la elucién de B3N mediante concemteadrecientes de NaCl en
una columna Resourse Q. Fundamento: columna de intercamidinico. Panel (E) SDS-
PAGE al 12% en condiciones reductoras tefiido con CoomassielBttRnol” obtenido de la
purificacién por iIMAC;PM) marcador de peso molecul#C) B3N luego del desalad®4,

E8, E10, F1, F8 y C12Jracciones eluidas de la columna de intercambio aniénicauRsesQ);
C.1.) Cuerpos de inclusién bacterianos.

c. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para las electroforesis en geles de poliacrilamalgrepararon geles al 10-18% y

se sembraron las muestras proteicas en tampén de sieambesiendo 33 mM NacCl, 70
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mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, SDS 2% m/v, bromofenol blue 0.01% mélicerol 10%,

pH 6.8. Las corridas electroforéticas se realizaron en undtaegnteniendo Tris base
3.25 mg/ml, glicina 14,4 mg/ml, SDS 0.1% disueltos en agua bidestdadaltaje

constante = 85 Volts, hasta caer el frente de cortida. geles obtenidos fueron
eventualmente tefiidos con Coomassie Blue durante todaclee mocon plata. Para
destefiir los geles coloreados con el reactivo Coom&dsée se utilizd una solucion
conteniendo 45% agua, 45% Metanol y 10% de Acido Acético. [Ratiacion con

plata, en primer lugar se fijaron los geles con una BollE% de acido acético y 50%
de metanol, luego se sensibilizaron los geles con tiosulfatsodio al 0,01% para la
posterior tincibn con nitrato de plata al 0,1% durante 20 wén& temperatura
ambiente. El revelado se llevo a cabo utilizando una iseluwte carbonato de sodio al

2% en formalina.

d. Western Blot

Las proteinas fueron transferidas desde el gel a una m@emide PVDF
utilizando los casetes y cubas correspondientes, dZdmeas a amperaje constante=
320 mA. La membrana fue bloqueada utilizando una solucionlbenma sérica
bovina (BSA) al 2,5 % m/v en PBS durante 2 horas. Se inlaubdembrana durante
toda la noche con una solucion de PBS 0,5% BSA contenierddilunion 1/5000 del
anticuerpo primario anti-B3 (IgG murina) o anti-HMGN2 (IgG de ambbLuego de
lavar tres veces la membrana con tampén de lavado, egdagjranticuerpo secundario
anti-lgG murina o anti-lgG de cabra conjugado a la enzimaxjpsa, usando una
dilucién 1/5000 del mismolLas bandas especificas fueron reveladas usando el kit de
quimioluminiscencia ECL (Luminol 1,25 mM; Tris 0,1M; AcidoGumarcio 0,2 mM;

H,0,) sobre films de autorradiografia.

42



Materiales y Métodos

e. Preparacion de B3 acoplada a microesferas de poliestireno

Para acoplar B3 a microesferas de poliestireno, saghén@ las mismas en
presencia de B3 o BSA durante 18 horas en medio Borato 0,1M pHu8go de tres
lavados, se resuspendieron en medio suplementado d@nalSE0% y se verifico

mediante citometria de flujo la presencia de la pro&ipalada.
4) Cultivos celulares

Para los experimentos que requirieron células en cultas mismas fueron
resuspendidas utilizando el medio detalladalena una concentracién de 1-1,25%10
células/ml. Todos los cultivos se llevaron a cabestnfa de 37°C en una atmosfera de

5% CQ.

La linea celular Daudi (CDIPCD19 CD20" IgMs', kappd) fue obtenida del
Laboratorio de Inmunopatologia del Instituto Pasteur, Pattis.liBsa fue establecida a
partir de un linfoma de Burkitt humano. Se mantuvo enivoulen suspension con
medio RPMI 1640 suplementado con glutamina 2mM, suero bEwino 10% vy
antibidticos. Las células se cultivaron a una conceidimade 0,5-1 x 1Dcélulas/ml,

realizandose 2 pasajes semanales

5) Ensayos de unién de proteina a poblaciones celulares

a. Unién de Banda 3 a células leucémicas

Los ensayos de union de B3N soluble a las células leuagnténto de la linea
DAUDI como de pacientes LLC, se llevaron a cabo incuba®d® células con

distintas concentraciones de la proteina durante 30 mirautosa temperatura de 4°C.
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El volumen final de la reaccion fue de 50 uly se llevolbe @n PBS suplementado con
0,5 % m/v de BSA. Luego de la incubacion, se realizares lavados con el mismo
medio, y las células se incubaron con un suero poétlanti-B3N desarrollado en
nuestro laboratorio usando el modelo murino, durante 30 miaw®S. Luego de lavar
tres veces nuevamente la preparacion, ésta se inombdncanticuerpo secundario que
reconoce IgG murina marcado con FITC. Con el objetivoislerichinar la union de
B3N a las distintas poblaciones celulares, se utilizanbicueerpos marcados con PE o
Cy especificos para CD3, CD56 y CD19. Estas marcacioneslgamen después de
hacer los ensayos de unién. Las preparaciones celulaege de las marcaciones, se
lavaron tres veces con PBS-BSA 5% y fueron resuspenéulasmpon comercial
Isoflow para ser analizadas en el citometro de flujo otatas sobre porta objetos
utilizando el liquido de contraste Fluoromont cuando fuevatuadas por microscopia

de fluorescencia.

b. Incubacion con citoquinas para posterior ensayo de union de B3N

Para los ensayos de modulacion de la union de B3N por citsgse incubo a
las células LLC durante 48 h con las citoquinas IL-6 (40 ny/MGF{ (40 ng/mL) o
IFN-a (450 U/mL) en medio RPMI suplementado con 10% de SFB. Luego se usaron
0,5.10 células LLC incubadas en frio con distintas conemimnes de B3N para el

ensayo de unién, desarrollado tal como se describié en el paint

6) Identificacion de sitios de unién a B3N mediante solubilizacion catetergentes

Para detectar posibles sitios de unién a BBNa membrana plasmatica celular
gue sean removibles por detergentes, el primer paso implidotinilacion de las

proteinas de superficie. A tal fin se incubaron entre Z0 ynillones de células con
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biotina siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigwdaich). Luego
implementamos dos variantes para el proximo paso: pringer lel ensayo de union
de B3N y luego solubilizar las células, o desarrollar estos paietdorma inversa. Para
ambos casos se controlo estrictamente la temperatdt@ y se utilizaron inhibidores
de proteasas. Las incubaciones con los detergentes pra@bdbtiatas concentraciones
se hicieron durante 1 hora en agitacion en hielo, paga loentrifugar y trabajar con los
sobrenadantes, que se incubaron con el IgG policlonaBahti-y con proteina A
aclada a sefarosa en forma sucesiva, durante 30 minutofoei€dmo control se
agreg6 proteina A:sefarosa en ausencia del antisuero anti&38Mentrifugd para
precipitar los complejos proteicos acoplados a la eedarse lavaron las muestras 3
veces en PBS frio y se hirvieron las muestras en tardpdésiembra previamente
detallado. Luego de la ultima centrifugacion para separgpatée proteica de la
glucosidica, se sembraron los sobrenadantes en geles del@éfilamida. Se realizé la
corrida electroforética y transferencia a membranaP\deF, y se reveld mediante
autorradiografia utilizando el sistema de Avidina acoplada enzama peroxidasa y

luego reactivo ECL, tal como fuera previamente detallado®punto3cy 3d.

7) Identificacion de sitios de union a B3N removibles pH 2,5

a. Ensayo de eluciones acidas y remocion de proteinas periféricas demheana

plasmatica

Alicuotas de 1x10células DAUDI se trataron con tampén de elucién a pH 2,5,
contiendo fosfato de potasio 0,1M vy citrato de sodio 0,05M,ntleird0 segundos a
temperatura ambiente, y luego se neutralizé con tampérbUmM a pH=8 en solucion
fisiolégica. Las células se lavaron tres veces d88 #? luego se realizaron los ensayos

de union de B3N. Para la obtencién de los sobrenadantless &eutralizados se trabajo
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con 100x16 células de la linea DAUDI 800x10 células B-LLC obtenidas de tres
pacientes que se trataron segun lo previamente explicadoob&eieron los
sobrenadantes neutralizados, que se sembraron en laneodlerafinidad agarosa-B3N

para detectar las proteinas que interactian con B3N.

b. Union de B3N a resina de agarosa

Se utilizo el Kit de Pierce AminoLink (nimero de cataldg&94) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se incul@rasina de agarosa virgen con
11,6 mg de B3N purificada en el medio adecuado durante 4 hor@speeratura
ambiente. Se recolecto la fraccion no unida para elloaltmieficiencia del armado de
la columna. Luego se fijo la unidon usando Cianoborohidrurocodiéo S se bloquearon
los sitios activos remanentes usando Tris HCI. Sezezalh exhaustivos lavados, para

obtener la columna Agarosa-B3N en PBS lista para ser.usada

c. Inyeccion de muestras en la columna Agarosa-B3N. Obtencion tkeproteina

receptora candidato

Los sobrenadantes acidos neutralizados obtenidos a par&ldas DAUDI
fueron sembrados en la columna Agarosa-B3N. Para la calga deiestras se utitz
un flujo de 0,5 ml/min y el volumen total sembrado fue de 5Qunlando dejé de
detectarse la fraccion no unida, se llevdé a cabo primeeoelucion mediante fuerza
idnica, usando solucion de PBS con NaCl 1M. La curva peafeifue hasta 0,5 M de
NaCl en 0 minutos con flujo de 1 ml/min, y luego hasta 1 M eninutos con igual
flujo. Luego se llevé en 0 minutos a pH=2,7 utilizando una solucion @edglicina
0,1M. Las alicuotas recogidas fueron de 400los picos de aumento de UV a 280 nm

a lo largo de la elucion por fuerza iénica fueron concdoga corridos en geles de
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agarosa al 15%. Las muestras se evalupamespectrometria de masa (Maldi-Tof

MS/MS).

8) ELISA para detectar interaccion entre B3N y HMGN2

Alicuotas de 0,5 pg de HMGN2 o albumina se hicieron adheria@aplde
ELISA incubando durante 18 horas. Al final de la incubac®m,lavdo con PBS
suplementado con 0,5% de BSA y 0,05% de Tween y luego se bloquddspaoras a
temperatura ambiente en PBS suplementado con 3% BSAav8eel bloqueo y se
agregé B3N (1-45 pg/ml) por triplicado. La union se detectdé amidlp un suero
policlonal anti-B3N hecho en raton diluido 1:500, y luego agrégagG anti-raton
acoplada a peroxidasa diluida 1:5000. Como sustrato se utdi3d5,5’-
TetramethylbenzidindTMB) y luego de frenar la reacciéon con acido sulfUrgm

cuantifico la sefal emitida usando un lector de ELISAfitwa a 450 nm.

9) Desplazamiento de la unidon de B3N a células DAUDI

Para los ensayos de desplazamiento de B3N con HMGN2 bewmnte, se
preincubaron ambas proteinas a las concentraciones indeadts figuras durante 20
minutos a temperatura ambiente, y luego la mezcla fue agregdEid@ células
DAUDI en 10 ul. Las células se incubaron en presencia3ie dla mezcla durante 30
minutos, a 4°C en PBS BSA 0,5%. Luego, las células seolavaes veces y se
incubaron con el suero policlonal anti-B3N durante 30 minu#®S€aSe lavo tres veces
nuevamente la preparacion, y se revelo la unién usandmtiguerpo secundario que
reconoce IgG murina marcado con FITC. Se evalud la uniahante citometria de

flujo.
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10) Obtencion de vesiculas eritrocitarias y ensayo de union a célulaadémicas

Para la obtencion de vesiculas de eritrocitos sednana suspension pura de
glébulos rojos con el colorante CFDA (Sigma-AldrichA)Sderivado de la
fluoresceina, siguiendo las indicaciones del fabricanbegh de los lavados se lisé
usando tampén Fosfato 5 mM a pH=8 para la obtencion de measbeaitrocitarias,
gue fueron pasadas por una aguja hipodérmica de calibre 27G repetida, segun un
protocolo previamente descrito [LOZhs membranas que se conservaron en el tampén
original durante el pasaje por la aguja resultaron ercwasi de polaridad original
(VPO), mientras que al incubar 1 hora a 37°C en tampon EDTAM1pH=8, se
obtuvieron vesiculas de polaridad invertida (VPI). La marcalweelscencia en las
vesiculas fue evaluada por citometria de flujo y compacatiasu contrapartida de
vesiculas obtenidas a partir de glébulos rojos no masceon CFDA.

Los ensayos de union de vesiculas se realizaron incubagidias LLC en
presencia de VPI durante 2 horas a 37°C. Luego se lavé 3 wecesmpon frio de PBS
suplementado con BSA al 0,5%. Se trabajé con vesicudasangas y como control se
incubd a las células con vesiculas de la correspordii@ntacion pero no marcadas.
Para el caso de evaluar la unidon en células previameivadas por IFNe, se siguio el
mismo protocolo de cultivo descrito en el pubto Se utilizo el citometro de flujo para
la cuantificacion de la union en la célula. Las céldldueron discriminadas utilizando

un anticuerpo para CD3 marcado con Per-CP.

11) Citometria de flujo

Los estudios de citometria de flujo se realizaron atitito un citdmetro de flgj

FACScan de Becton Dickinson Immunocytometry Systenm (Bse, CA, USA). Los
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datos fueron analizados empleando el programa CellQueseaerBDickinson y el

programa Summit de Dako Inc.

a. Determinacion de la expresion de CD38, CD69, CD25 y CD86 en células

leucémicas por Citometria de flujo

Para determinar la expresion del marcador con valogtio CD38 sobre las
células leucémicas de los pacientes LLC se marcaros &£N&T con anticuerpos
especificos para CD19 PerCP y para CD38 PE o el corresp@nda@nttol de isotipo
durante 30 minutos a 4°C. Se lavé tres veces en PBS BSA (sB%eguspendierdas
muestras en Isoflow para adquirir en el citometro. Bhmoi procedimiento se desarrolld
para evaluar la expresion de CD69, CD25 y CD86 en células lexaserdiscriminadas
mediante marcacion positiva con anti-CD19 y anti-CD5 per@egativa con anti-CD3

y anti-CD56 PerCp.

b. Expresion de HMGN2 por Citometria de flujo

Para determinar la expresion de HMGN2 en membrana cealelacélulas
leucémicas, se trabajo con CMT de pacientes o céluldslDAescas incubadas en
presencia del anticuerpo anti-HMGN2 en frio, usado a 20 ug/fénte a la misma
concentracion de la mezcla irrelevante de Ig de la missp&cie (cabra). Luego de
lavar en PBS BSA 0,5%, se incubaron las células con Idi=calira marcado con

FITC, se lavo tres veces y se resuspendio para adeiel citdmetro.

12) Microscopia de fluorescencia

Se desarrollé el protocolo de uniébn de B3N detallado en efopba o la

marcaciéon para evaluar la expresion de HMGN2 tal consleseribe en el puntblb, y
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luego del ultimo lavado correspondiente a cada protocolomiasstras fueron re-
suspendidas en Fluoromont. Se montaron cubreobjetos [gotte®bjetos conteniendo
las suspensiones celulares. Para la adquisicion dgeimé se utilizd el microscopio
confocal FluoView FV1000 (Olympus, Tokyo, Japan) equipado de univabjde

inmersion en aceite Plapon 603/1.42 y se analizaron las mesgetilizando el

programa de Olympus FV1AsW.

13) Ensayo de Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real

Para cuantificar los niveles de ARN de HMGNZ2 en células lewasncomo
primer paso se disefaron los primers de HMGN2 utilizandofetare Gene Runner.
Las secuencias elegidas fueron 5-GAAGAGGCGAGAACGACCCC parprimer
Forward y 5-GGCATCTCCAGCACCTTCAG para el primer Revelas que fueron
sintetizadas por la compafia IDEIl fragmento a obtener se calculd en 362 pares de
bases, verificando su pureza y peso molecular mediamidacelectroforética en gel de
agarosa al 2% tal como se muestra eifrigura 7A. Experimentalmente, luego del
tratamiento de 1xfOcélulas LLC con IFNx o vehiculo (solucién fisiologica), se
extrajo el ARN mediante un protocolo estandar utilizandoeattivo TRIzol de la
compainia Invitrogen y se obtuvo el cADN utilizando el kit cooiaé de Promega au
contiene la enzima transcriptasa reversa M-MLV, simoe las instrucciones del
fabricante. Para el ensayo de PCR en tiempo reallz® @i kit “Power SYBR Green
PCR Master Mix” (Applied Biosystems) desarrollando 40 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 62°C y 30 segundos a 72°C en el equipo Roto6@Hh de
Qiagen. Previo al ciclado se incub6 durante 10 minutos a 938€gg de finalizar los
ciclos se incubd durante 7 minutos a 72°C. Se evalu6 l@g&prdel gen de la enzima

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) utilizando fmsmers 5'-
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GGTGCTGAGTATGTCGTGGA como forward y 5-ATGCCAGTGAGCTTCCGTT
como reverse. El analisis de los datos se llevo aatiiimando el programa asociado al
equipo, aplicando el método*%?", usando GAPDH como gen de referencia. Los
valores obtenidos en las distintas condiciones fueommparados al valor

correspondiente a células de la linea linfoide T Juddizada como control positivo.

. HMGN2
LLC# LLC# LLC#3 LLC#4 LLC#5 A
PM cf IFN-a ct IFN<a ot |FN-q cf IFNa of IFN< - \
! / ’ 7 NN
= ./ ~ N
5 =
= [ .
400pb - - - - - S| A, GAPDH
300pb Al
100pb / \
7 \
\

temperatura (C)

Figura 7. Verificacion de primers y curvas de fusion obteidas para evaluar niveles de
expresion de HMGN2 mediante PCR en tiempo real en muesgd.LC tratadas o no con
IFN-a. Panel (A) Células LLC de cinco pacientes fueron tratadat=ddm o vehiculo durante

24 horas, luego se extrajo el ARN total para posteriormdriemer el CADN de las muestras.
Se desarroll6 una amplificacibn mediante PCR utilizandgtosers previamente disefiados
para HMGN2. Se verificé el peso y la pureza del fragmentenati mediante corrida
electroforética en gel de agarada2% embebido en Bromuro de Etidio. Se observé una Unica
banda entre los 300 y 400 pares de base al someter el gel advioldita. Panel (B) Curvas de
fusion obtenidas para HMGN2 y GAPDH en los ensayos de PCR gotiesa.

14) Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizandofelvare GraphPad Prism 5.0
para Windows (GraphPad Software). La significancia esiealiste determiné
utilizando los test no paramétricos: Wilcoxon signed rankotd&nn Whitney test para
comparar entre muestras pareadas o no pareadas respescté/aibns valores de

p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Identificacion del sitio de union de Banda 3 en célas B

leucémicas
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1. Primer protocolo disefiado para la identificacion del sitio de union de B3

en células B leucémicas

Como ya hemos mencionado, nuestro grupo de trabajostiéngue las células
B leucémicas de pacientes LLC tienen la capacidad de unprat&ina eritrocitaria B3
mediante su dominio N-terminal [81]. En la presente tesigirmamos los resultados
de unién de B3 en células B leucémicas humanas utilizasdt@dnicas de citometria
de flujo y microscopia de fluorescencia. Como puede \@rée Figura 8, las células
de la lineaB linfoblastoide DAUDI fueron capaces de unir el fragmentteininal de
B3 (B3N), mostrando una curva con evidencias de saturabilidaduraéraar la
concentracion del ligando. La union fue revelada usando uin poéclonal anti-B3N
preparado en nuestro laboratorio mediante la inmunizaedatones BALB/c con B3N

recombinante.
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células DAUDI
g 40 pg/mL control
2| {10 pg/mL

> £ 100 pg/mlL

>
Q
c:

= >

tamaiio uniénde B3N

-
=)
g

[}
o
1

2]
o
1

B
o
1

unién de B3N|

union de B3N (MIF)

N
o
1

o

T T T

20 40 60 80 160
B3N (pg/ml)

o

£ = ) E

ER,

Figura 8. Unién de B3N a células de la linea DAUDIPanel (A) Las células DAUDI
(5x1C/tubo) fueron incubadas a 4°C durante 30 minutos con B3N en ujo rde
concentraciones de 0-100 pg/ml. La unién se revel6 con anti-B3N (&0) sgguido de anti-
IgG de ratén FITC y andlisis por citometria de flujo. Seestna un ejemplo representativo
(n=5) de gréfico de puntos (izquierda) e histograma deefgencia (derecha). En gris se
muestra la fluorescencia del control de isotipo, donde seagretps anticuerpos primario y
secundario sin incubar previamente con B3N. Debajo, la ceruaidn expresada en medias de
intensidad de fluorescencia (MIF) versus concentracion dgindio usado, mostrando
evidencias de saturabilidad. Los resultados se muestran como meda(a=5) Panel (B)
Micrografias obtenidas usando microscopia de fluorescencia cogteeahuestran la union de
B3N a células DAUDI. En este ensayo, el ligando fue usada aamcentracion de 50 ug/ml
(barras=10 pum).

Nuestros resultados previos demostraron gjugatamiento de las células con
proteinasa K en una concentracion suficiente para dedeadaroteinas de la superficie
reducia drasticamente la capacidad de unidon de B3, sugimgmdel sitio de unidén es
de caréacter proteico. También encontramos que el sitiinie a B3 no es la Ig de
membrana de las células leucémicas ni ningun receptor dgsardédB3 [81]. Con el
objetivo de identificar la(s) molécula(s) que posibilitaén)lnion deB3 a la superficie

celular, disefiamos el protocolo experimental que se mauest laFigura 9. Estos

experimentos se llevaron a cabo con células DAUDI o oé&nlas B leucémicas
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purificadas de sangre periférica de pacientes LLC. Cayaado se utilizé el fragmento
B3N recombinante.

El primer paso de estos ensayos consisti6 en marnaiatina las proteinas de
la membrana celular para facilitar la posterior idesadion del sitio de union de B3N
Luego se incubd con el ligando en concentraciones saargnse solubilizaron las
proteinas utilizando Triton X-100 como detergente. Se imtent dos protocolos
alternativos. En ambos casos se utilizé Triton X-100 pratar de aislar la molécula de
uniébn a B3N, pero en un caso las células se expusieroetadgdnte antes de la
incubacién con B3N, mientras que en el otro caso lagasése incubaron con B3N
luego se agrego el detergente.

Con la intencion de separar el complejo B3N-receptdr rdsto de la
preparacion, se desarroll6 la técnica de co-inmunopracipit utilizandoel anticuerpo
especifico contra B3N y esferas de sefarosa acoplgotasedna A. Como paso previo,
la preparacion proteica se incubo con las esferas desefaroteina A en ausencia de
anticuerpos a fin de eliminar las proteinas que se pegan irfespaente a las mismas.
Por ultimo, las proteinas unidas al complejo sefaroseeima A se eluyeron y se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamidgresencia de SDS (SDS-

PAGE).
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célulaleucémica marcada e
con biotina ep su superficie incubacion con esferas de
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Figura 9. Protocolo desarrollado para la identificacion de potenciales atéculas receptoras

de B3 mediante solubilizacién con detergentePanel (A) En el esquema de pasos expuesto,
se muestran los tres detergentes utilizados, tanto parascékila linea linfoide B DAUDI
como para células LLC obtenidas de sangre periférica de fesci&m la parte central se aclara
en qué se basa el pasaje especifico e inespecifico. PBndlog complejos que co-
inmunoprecipitaron se transfirieron a membranas de PVDF yamtedel sistema de deteccién
avidina:peroxidasa (HRP) se obtuvo la autorradiografiarausst(ct= sin agregar B3N; Pr. 1 o
2= Protocolos alternativos segun lo explicado en el texéoniEestra un ejemplo representativo
de los resultados obtenidos en esta serie de experimentos (n=BkaSo mostrado se trabajo
con células de la linea DAUDI solubilizadas con Triton X-100 al 1%

Una radiografia representativa de los resultad@nilots en estos experimentos
se muestra en el Panel (B) dd-igura 9. Al revelar con avidina acoplada a peroxidasa,
s6lo pudimos observar bandas inespecificas indicativas teina® biotiniladas que se

pegan a las esferas de sefarosa-proteina A en ausencisicterpa Se realizaron
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distintas modificaciones a este protocolo inicial aintencion de obtener resultados
positivos. Las modificaciones realizadas fueron: 1)zaiiion de otros dos detergentes
distintos del Triton X-100: el detergente no ibnico NP-40 yvétterionico CHAPS, a
distintas concentraciones (1-2,5% m/v) y 2) purificacida la membrana y
solubilizacién de las proteinas con la posterior remociéh detergente mediante
dialisis o dilucion hasta la concentracion micelaricaiaintes de la incubacion con el
ligando. Ninguno de estos laboriosos ensayos tuvo resulpadiis/os. Pensamos que
un punto critico es la presencia del detergeMechas proteinas integrales de
membrana sélo pueden ser solubilizadas por concentra@tinesde detergente. Sin
embargo, la interaccion d&3N con su receptor podria verse afectada en presencia del
detergente [108-109Es muy dificil resolver estos dos inconvenientes amiagé ya
gue a mayor concentracion del detergente se podran swduhitias fracciones de
proteinas integrales de membrana, pero es mas probables cqafecte la union del
ligando a su receptor. Remover el detergente luego ddulaileacion podria implicar
gue se vuelvan insolubles y precipiten las proteinas integred®iamente solubilizadas
[110].

Por todo lo expuesto, fue necesario buscar otraeggtrgara la identificacion
del sitio de union de B3N que no involucrara la utilizacionddeergentes. A tal fin
decidimos explorar el papel de las proteinas no integdida membrana plasmatica en

la union de B3N a las células leucémicas.

2. Papel de proteinas no integrales de membrana en la unién de B3 a células
B leucémicas

Con el objetivo de determinar si la union de B3 a ladalaucémicas depende

de proteinas periféricas de la membrana plasmatica, stddeliirlas de dos maneras
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diferentes: 1) por tratamiento de las células a pH ac®)goor exposicion de las células
a alta fuerza ionica [111En el primer caso, las células fueron expuestas aalmeidn
tampon a pH=2,5 durante 30 segundos y luego se lavaron extensiwagme PBS
pH=7, tal como se detalla en Materiales y Métodos. |EBegundo caso, las células se
incubaron con concentraciones crecientes de clorurodie basta 1M. La capacidad
de las células B leucémicas de unir B3 se evalu6 por citianurflujo usando como
ligando la molécula B3N.

Como se muestra en Egura 10A, ercontramos que la elucion &cida de las
proteinas de membrana en células DAUDI disminuye signifeaknte la union de
B3N. Esto no se observd al pre-tratar con alta fueimea usando una solucion de
NaCl en concentraciones crecientes hasta 1M. Parartisque la disminucion en la
union de B3N por el tratamiento acido se debiera a un efectéd= sobre toda la
membrana plasmatica, se evalud la expresion de proteiteggales de membrana
como CD19 Figura 10B) e IgM (no mostrado). Como puede observarse, el pre-
tratamiento a pH 2,5 no afect6 el reconocimiento de Giatun anticuerpo especifico
Sin embargo, y como era de esperar, el tratamiento gsidovio casi por completo al
anticuerpo IgG anti-CD19 que se encontraba unido a su anggdaanembrana. Estos
resultados demuestran que la union de B3N depende, en grarmpareleculas que se

eluyen de la membrana celular a pH 2,5.

59



Resultados Parte 1

A
240+
— isotipo
L
g pH=2,5 + B3N
160+
§ I B3N control
Q g NaCl 1M
'g 80 % + B3N
= = :
c
=
0 T T o n/‘mf I"‘V‘ﬂwnm\ A LOAA D
isotipo B3N |pH=2,5 0.4M 0.8M 1M unién B3N "
| NaCl NaCl NaCl
pre tratamiento + B3N
B
pH=2,5+anti-CD19
2000- 2000+ anti-CD19+pH=2,5
i o _
E T E -T- anti-CD19
2 > g
o o H isotipo
O 10004 O1000+ H
[ = c °
0 0 <
g * g
T o T mmmm. © T - =
anti-CD19 anti-CD19 PBS+ pH=2,5+ unién anti-CD19 v
+PBS +pH=2,5 anti-CD19 anti-CD19

Figura 10. Efecto del tratamiento de células DAUDI con pH2,5 o alta fuerza idnica en la
union de B3N a & superficie celular. Panel (A) Alicuotas de 1x$6élulas DAUDI/mI fueron
expuestas a pH 2,5 durante 30 segundos, o concentraciones cratgeN&sS| por el mismo
tiempo, e inmediatamente lavadas 3 veces con PBS antes etesty®s de unidén de B3N (50
pg/ml). La unién de B3N a las células se evalué como se indida leyenda de Igigura 8.
Los resultados se muestran como media de intensidad de fluaias@é-) y se grafica la
media + ES de 5 experimentos independientes. (* p< 0,05 tratandieido versus control,
Wilcoxon signed rank testPanel (B) 5x10células DAUDI fueron marcadas con el anticuerpo
especifico para CD19, de isotipo 1gG, y luego expuestas afpbl RBS durante 30 segundos
(barras de la izquierda). Como control de integridad dmbrena las células DAUDs$e
trataron a pH=2,5 o con PBS, y luego se agrego el angicaeti-CD19 (barras del centrhs
resultados se muestran como MIF de CD19 y se grafica la meH& de 5 experimentos
independientes. A la derecha de los paneles A y B se muesttagr&imas representativos (*
p< 0,01 tratamiento acido de células marcadas con Ig&Caxit® versus control sin tratar,
Wilcoxon signed rank tepst

Resultados similares se obtuvieron con células B demasicon LLCFKigura

11).
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Figura 11. Tratamiento de células LLCapH=2,5y unién de B3N a la superficie celulaiSe
desarrollé el ensayo de unién de B3N a 50 pg/ml sobre CMT allenpes LLC (5x18tubo),
previamente tratadas con la solucion a pH=2,5 o con PBS corntolc@e evalud la unién
mediante citometria de flujo. Panel (A) Se muestra un hetwy representativo de los
resultados obtenidos analizando la region correspondiente a déludésnicas CD19de un
paciente LIC. Panel (B) Los resultados se muestran como media de intedsidiadrescencia
(MIF) donde cada punto corresponde a un pacidrds diferencias entre control versus
tratamiento a pH=2,5 resultaron significativas (*p<0,05, n&i;oxon signed rank test).

Estos resultados nos aportaron una herramieniasigana para intentar la
identificacion del sitio de union de B3 en las célulascéenicas ya que en los
sobrenadantes del tratamiento a pH=2,5 (es decir,sealdddos acidos neutralizados)
deberian encontrarse una 0 mas moléculas que interaainda porcidon N-terminal de
B3 y, mas importante aun, en ausencia de detergente que piderfarir en la
interaccion. Si bien la disminucion de la unién no fue t@pitoximadamente 70% en
células DAUDI y 60% en células LLC), aquellas proteinas pteseen los eluidos
neutralizados que interactien con B3N son candidatos afanatomo receptores en

la union de B3 a las células leucémicas.

3. Segundo protocolo disefiado para la identificacion del sitio de unién de B3
en células B leucémicas

Para tratar de identificar moléculas en los eluiddstrdéamiento &cido que

puedan unir B3 decidimos utilizar la técnica de cromatogddiafinidad con una
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resina de agarosa acoplada a B3N. El disefio experintegalrollado se esquematiza

en laFigura 12.

1) Tratamiento a pH=2,5 2) Neutralizacion,
centrifugaciény obtenciénde
sobrenadantes de proteinas
periféricas de membrana

| o 3) Pasaje de
plasmatica sobrenadantespor
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> \‘ s
1
=
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Figura 12. Protocolo de obtencién de moléculas eluidas a pH=2,5 quaeractian con
B3N. Cien millones de células DAUDI se sometieron a pH 2,5 y amee6 el sobrenadante de
la elucion una vez neutralizado. Se prepard una columna deaalfide agarosa-B3éhla que
se inyectd el sobrenadante. Las proteinas retenidas en lanaolpon su capacidad para
interactuar con B3N se eluyeron inicialmente por fuaédrdaca mediante un gradiente de
concentracion de NaCl hasta 1M, y luego se someti6 la caltanmedio acido utilizando
glicina 0,1M pH=2,7.

Para la preparacion de la columna de afinidad deb&nerse cantidades
importantes de la proteina de union (al menos 10 mg) congrara pureza. La
produccion de B3N recombinante la realicé en la Unidad deiRast Recombinantes
del Instituto Pasteur de Montevideo, bajo la supervisiénDdelPablo Oppezzo. El
procedimiento y los resultados obtenidos de la expresioB3ie se detallan en la
seccion de Materiales y Métoda3btuvimos 11,6 mg de B3N pura, que se utilizaron
para acoplar a la resina virgen de agarosa. Se usé cdmsale union fosfato de

sodio 0,1M, cloruro de sodio 0,15M a pH 7,2. Se utilizd ciandbdroro de sodio para

fijar la uniébn de B3N a la agarosa y se bloguearon las sittivos remanentes con Tris
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HCI tal como se detalla en Materiales y Métodos. fidemcia de la union de B3N a la
resina de agarosa fue de 95.5%, calculada como 100- (proteinaida a la
resina/proteina total cargada x 100). Como el volumen dssilaarinicial fue de 1,5 ml,

la concentracién de B3N acoplada fue aproximadamente de 4.mg/m

4. |ldentificaciéon de HMGN2 como proteina de union a B3N

Una vez preparada la columna de agarosa-B3N, obtuvimos rehadante de
elucion &cida a partir de un nimero grande de célulasniéca® B para asegurarnos la
mayor cantidad posible de proteinas eluidas. Para elleexpandid la linea
linfoblastoide DAUDI hasta obtener 100X16e células, tal como se muestra en la
Figura 12. El sobrenadante de la elucion neutralizado se sembtéa eolumna de
afinidad montada en un equippKTA™purifier, que permite realizar gradientes de
sales o pH para la elucidon de lo que se une especificamdaicolumna y puede medir
de forma constante la concentracion proteica, la contledi y el pH del liquido que
se recoge de la misma. EnHegura 13 se muestra el cromatograma obtenido al correr
la muestra y ensayar la posterior elucion por NaCl ddtakan Materiales y Métodos.
El Pico 1 corresponde a una o mas proteinas que senuai®&&N quedando retenida(s)
en la columna y que luego fueron eluidas con NaCl 0,5M. Namtde@hos ningun pico al
continuar con la elucion hasta NaCl 1M ni al sometestgriormente, la columna a

pH=2,7 utilizando glicina 0,1M.
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Figura 13. Cromatograma obtenido al inyectar en la columna de afinidad & agarosa-B3N
los sobrenadantes neutralizadodel tratamiento de células DAUDI con solucion a pH=2,5.
Las alicuotas fueron recogidas en un volumen de 400 ul y axaeldonde se detectaron @ico
de absorbancia a 280 nm fueron concentradas para la identificdeidms proteinas por
espectrometria de masa. El Pico 1 se eluy6 a una concéntdacdNaCl de 0,5M.

La fraccion correspondiente al Pico 1 fue comeelat 5 veces por
centrifugacion usando un filtro Centricon cuyo tamafiopdeo retiene proteinas de
hasta 3 kDa y enviada a la Unidad de Bioquimica y Protedmicatidaalel Instituto
Pasteur para su identificacion por MALDI-TOF-TOF. En diohgestra se identific de
manera estadisticamente significativa agdateina “high-mobility group nucleosomal
binding domain 2” (HMGN2) de Homo sapiensHigura 14). HMGN2 es una proteina
de 9 kDa, originalmente llamada HMG-17. Pertenece a la familiasdi&IiMG, que
comprende proteinas nucleares de union a la cromatinatengmentes al grupo de las
Histonas [112]. La funcion principal de las proteinas HMGaatelregular los procesos

de transcripcion, replicacion y reparacion del ADN [113-114]

64



Resultados Parte 1

8425100

76E44

1584.9418

/ intensidad

8705343
1027.5547

1045.5602

912.5281

114,611

E
—
20031008 221100
L
2556.3792
[ 2068.6694
[ 3029.3999
(" s214.5232
[ 33436467

E 13848198

£
1471.8527
1
L
1741.0
18
1888,
L

33802 01,0
masa (m/z)

PM

_ HMGN2

50kba —

S 37kDa —— .

+ 25kDa ——
20kDa —

' ’ = —> HMGN2

15kDa ——
10kba ——

Figura 14. Identificacion de HMGN2 mediante la técnica de Mldi-Tof-Tof. Panel (A)
Espectro de masa obtenido al pasar por el espectrometro &l Riastrado en I&igura 12. En

el analisis de los datos utilizando el motor de busqueda Mascadentificé la proteina
HMGN2 de Homo Sapiens de manera estadisticamente significativk. afl resultado:
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=.alk2ft090508/FtiorzcnT.dpPanel
(B) Esquema de la proteina HMGN2 mostrando su tamafio y fundsicacl HMGN2 ha sido
descrita tipicamente como una proteina nuclear de un@mdominios globulares de Histona 1
(gH1) y al parche acido de nucleosomas, con funcién de oégulde la transcripcion. La
fosforilacion en sus residuos Serina 24 y Serina 28 (Sp28 y Sp2ementes ld‘dominio de
unién al nucleosoma (NBD)” lleva a su disociacion del mismo Panel (C) Células leucémicas
(1x1®P) fueron lisadas en tampoén de siembra, corridas en SDS-PAGangferidas a
membranas de PVDF. Se realizé un ensayo de Western-BitHMEGN2. Se muestra una
autorradiografia obtenida donde se muestra que la bandaspmmdiente a HMGN2
corresponde al peso molecular de 17 kDa, por eso originalsef@elenomind HMG-17.

HMGN2 esta compuesta por 89 aminoacidos y posee su puntécisioe a
pH=10, es decir, tiene carga neta positiva a pH fisiologiis cargas positivas se
neutralizan al fosforilarse el dominio de unién a nusibeoca, proceso en el que

HMGN2 se disocia de la cromatina durante la mitosis [115-116].
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Es relevante sefalar que la distribucion celulaH¥MGN2 no se limita al
nucleo. En células del sistema inmune puede encontnarseéaoplasmay también
secretarse hacia el espacio extracelular cuando uosdios son activados por I.-
cumpliendo funciones antimicrobianas [117-118].

Dado que HMGN2 se identific6 como proteina de union a B3Mlatas de la
linea DAUDI, era necesario demostrar que también se eabantomo proteina no
integral de la membrana de células B de pacientes LL®al Ain, se obtuvieron
sobrenadantes de elucién acida de 3 pacientes LLC gumnftratados de la misma
forma descripta para los sobrenadantes de células DAU@ItificAndose nuevamente
HMGNZ2 como proteina de union a B3N en la columna de afinidac¢oBjunto, estos
resultados sefialaron a HMGN2 como candidato a ser elgadirgitio de union de B3
en células B leucémicas.

Para corroborar la interaccion de B3N con HMGN2 se mdigaun ensayo de
ELISA, para lo cual se utilizo HMGN2 recombinante gentilmergdida por el Dr
James Kadonaga de la Universidad de San Diego en Califéigiad 15A). Para este
ensayo se sembraron alicuotas de HMGN2u@d/@nl) a microplacas de 96 pocillos y se
incubd durante 18 hs a temperatura ambiente para permitir guetédna se pegue al
plastico. Luego de lavar la fraccion no adherida y blogaea albumina bovina se
agregaron concentraciones crecientes de B3N. La union3tesB revelé con un
antisuero 1gG policlonal especifico para la proteina. Ldsllde del protocolo se

encuentran en la seccion de Materiales y Métodos.
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Figura 15. Interaccion de B3N con HMGN2 recombinantePanel (A) Electroforesis en gel
de SDS-PAGE de HMGN2 recombinante y tincion con azul de coanaRainel (B
Interaccion B3AN-HMGN2 evidenciada por la técnica de ELISA. i®ehiaron alicuotas de
HMGN2 (10 ug/ml) o albumina como control en microplacas deadsarcion (50 ul/pocillo)
durante 24 hs a temperatura ambiente. Luego de lavar exteesiie y bloquear con albumina
3%, se agregaron alicuotas de B3N a las concentracionesdaslice restaron los valores de
pegado inespecifico para cada concentracion de B3N usadeeduttados de un experimento
representativo se muestran como media + ES, n=3.

Como puede verse enHegura 15B, BAN y HMGN2 son capaces de interactuar

en las condiciones ensayadas.

5. Expresion de HMGN2 erla membrana plasmatica de células leucémicas

Dado que la presencia de HMGN2 en la superficie celulharsido reportada
hasta el momento, nuestro siguiente objetivo fue evidiapresion de esta proteina en
células B leucémicas utilizando un anticuerpo comerciabolépo IgG producido en
cabra. La determinacion la realizamos por citometrialgje ¥ por microscopia de
fluorescencia. Como control de isotipo elegimos una paepar de IgG de cabra de
especificidad irrelevante. Los resultados obtenidos setranesn laFigura 16.

En las condiciones de marcacién ensayadas y dewlladaMateriales y
Métodos, detectamos mediante citometria de flujo quedksdas de la linea DAUDI

frescas y sin permeabilizar expresan HMGN2 en su membrasmdtica (Panel A)
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Puede corroborarse en las micrografias obtenidas medianteosoopia de

fluorescencia que la marca detectada proviene de la memplasmaéatica celular

(Panel B.
“Jcontrol (MIF=7) , I9G cabra irrelevante (MIF=11)
, 40-
células DAUDI W'\I/ n=5 *
o
g at. "V ' antitmare s 30+
5 e |- L
E S| =
S |-
= )
g 10-
m ”
A Ll
tamano = loGcabra - anti-HMGN2
expresion de HMGN2
IgG de cabra

irrelevante

ES

Figura 16. Expresion de HMGN2 en membrana plasmatica deétulas DAUDI. Panel (A
3x1C células DAUDI fueron incubadas a 4°C en presencia de ucuergio comercial anti-
HMGN2 desarrollado en cabra, o una mezcla irrelevante@édégho en la misma especie a
igual concentracion. Luego de los lavados, se agregd ucuemto secundario anti-cabra
acoplado a FITC y se adquiri6 en el citdmetro de flujo. 8estnan gréaficos representativos de
tamafo versus granularidad e histograma. Para el histograngaamtrol) no se agregd ningin
anticuerpo primario. En el grafico de barras mostrado detacha se sometieron los datos
obtenidos a analisis estadistico. Los resultados se muestran adi@o#7ES (p<0,05; n=5,
Wilcoxon signed rank test). Panel (B) Micrografias represeatatie lo observado al evaluar
esta marcacién mediante microscopia de fluorescémieas=10 um).
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Por otra parte, como se muestra eRifura 17, la expresion de HMGN2 en la
membrana se inhibe casi por completo al exponer a latasé la elucion acida
(solucién a pH 2,5), tratamiento que, como vimos, disminuyenian de B3N. Este
experimento fue muy importante a nuestro entender, ya auiiened de forma directa
lo que previamente hipotetizamos sobre HMGN2: que es unanaqgiefiférica de la

membrana plasméatica de células leucémicas removible pd, pH=

— 40-
eotipo tratamiento a pH=2,5 + control
anti-HMGN2 (MIF=8) mm trat. a pH=2,5
30{ [
/) LL
o _ =
£ —anti-HMGN2 (VIF=33) = 20
)
>
*
o 104
0 Mﬂll 4 G i G 1
” > ; IgG cabra
expresion de HMGN2 anti-HMGN2 ;5 olevante

Figura 17. Expresion de HMGN2 en la membrana plasméatica lg® del tratamiento a
pH=2,5. Panel (A) 5x18 células DAUDI fueron expuestas a pH=2,5 durante 30 segundos o
PBS como control, y luego se desarrollé la marcacion para HMi@Ncomo se detalla en la
Figura 15. Se muestra un histograma representativo de citometriljde lfa expresion de
HMGN2 en células DAUDI (color rojo) disminuye cuando estas soviggnente sometidas a
pH=2,5 (en azul). En gris se muestra el control de isoRpmel (B) Se muestra la estadistica
correspondiente a media de intensidad de fluorescencig (ba el anti-HMGN2 o para la
IgG irrelevante tratados o no a pH=2,5. Los resultados sstraneomo media + ES (p<0,05;
n=3, Mann Withney test)

Al evaluar la expresion de HMGN2 como proteina de mamabicelular en
pacientes LLC mediante citometria de flujo, obtuvinexsriesultados que se muestran
en laFigura 18. Puede observarse que HMGN2 se expresa en las célulaséinlieas
de los pacientes LL(ero no en sus linfocitos T. Teniendo en cuenta que logilioo
T no son capaces de unir B3 [8&Fktos resultados apoyan fuertemente que HMGN2

constituye el principal sitio de union de B3 en las cél@deucémicas.
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Figura 18. Expresion de HMGN2 en membrana plasmética deétulas leucémicas de
pacientes LLC. Panel (A) 3x1d CMT de pacientes LLC fueron marcadas para evaluar
expresion de HMGN2 en superficie tal como se detalla para etledss células DAUDI en la
Figura 15. Se muestran los graficos de puntos obtenidos a partir delisupdliscitometria de
flujo correspondientes a 2 pacientes LLC con distinta propom&células leucémicas. El
paciente LLC#1 fue marcado para evaluar la expresion de HMGN2agrego el anticuerpo
anti-CD3 para discriminar sus células T. En el paciente2,@n cambio, se discriminarors la
células neoplasicas con un anticuerpo anti-CD19. En ambos sasabserva un corrimiento
indicativo de expresion de HMGN2 para las células leucémicas y molgmiinfocitos T.
Panel (B) Valores de proporcién de células B tumoraleswaseT que expresan HMGN2 en el
grupo de muestras evaluadas, donde cada punto representecenie hd. C (n=5).

Para confirmar que la fluorescencia detectada en cdluldsrescas marcadas
con el anticuerpo especifico para HMGN2 proviene de la mempfasmatica celular,
utilizamos la técnica de microscopia de fluorescencia cahfdesarrollamos el mismo
protocolo de marcacion para HMGN2 previamente descrito enaséDAUDI,
trabajando con CMT de dos pacientes LLC de alto poreedjcélulas leucémicas.

Los resultados obtenidos se muestran éigara 19.
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IgG cabra . IlgG cabra .
irfelevante anti-HMGN2 irfelevante anti-HMGN2

LLC#1 LLC#2

Figura 19. Expresién de HMGN2 en membrana plasmética de células LLGCMT (> 95%
células leucémicas) provenientes de pacientes LLC fueron rearpada detectar la presencia
de HMGN2 en membrana plasmatica, siguiendo el protocolo deserita Figura 16. Los
paneles superiores muestran las micrografias obtenidas por eonteagise y los paneles
inferiores muestran la expresion de HMGN2 por microscopitudeetcencigbarras=10 pum).
Se muestran los resultados obtenidos con muestras de dos pddi€hte

Este conjunto de resultados demuestra la presencia de HMGIE2rembrana

externa de las células B leucémicas de los pacientes LLC

6. Interaccion B3N-HMGNZ2 en la membrana de las células B leucémicas
Una vez confirmada la expresion de HMGN2 en la membratasd=tlulas B
leucémicas y con el objetivo de demostrar que se tratsitibetle union de B3N a la
membrana, evaluamos si HMGN2 soluble es capaz de desllagadn de B3N. A tal
fin utilizamos B3N a una concentracion de 1ggdml y HMGN2 a una molaridad 5 o
10 veces en exceso. La incubacion de ambas proteinas &ealleabo durante 20
minutos a temperatura ambiente y luego la mezcla protemgrego a las células de la
linea DAUDI. Como se observa enHigura 20, la preincubacion de B3N con HMGN2

en exceso disminuyd los niveles de union, medida como nuiatensidad de
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fluorescencia, de B3N a las células DAUDI. Como era gderasse, la disminucion fue

mas evidente a mayor concentracion de HMGN2.

% de disminucion de la union
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o
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Figura 20. Modificacion de la union de B3N a células dallinea DAUDI en ensayos de
desplazamiento por HMGN2 solubleSe preincubé B3N con HMGN2 en exceso molar de 5X
0 10X, durante 20 minutos a temperatura ambiente, para lgeggeaa la mezcla proteica a las
células DAUDI (5x1850 ul de PBS). Luego de 30 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, la union de B3N se reveld usando un anticuerpo fespéeicho en raton y anti-lgG

de raton marcada con FITC. Los datos se analizaron fmmetiria de flujo. Panel (A) Se
muestran histogramas representativos, indicando la mediaedsidad de fluorescencia (MIF)
para cada caso. Panel (B) Se grafica la union de B3N comq Idé-indica el porcentaje de
disminucion de la MIF en exceso de HMGN2. Los resultados se muesingo media + ES
(n=2).

Por otro lado, intentamos bloquear la unién de B3N a la naamahrtilizando un
anticuerpo IgG anti-HMGN2, el mismo con el que demostramaxpresion de esta
proteina en la superficie celular. Para ello, laslaglDAUDI se preincubaron con el
anticuerpo anti-HMGNZ2 o IgG de cabra como control, se dava@rveces y se agregé
B3N a una concentracion de 25 pg/ml. La union se reveloaniliz el suero policlonal
anti-B3N y luego el anticuerpo anti-lgG de ratdon acopladol®CF verificando
previamente que no interfieran reaccionando de formadaupna distintos anticuerpos
usados en el protocolo (datos no mostrados). Como se mwestaFigura 21, la

preincubacion con este anticuerpo anti-HMGN2 no logré blodaaarion de B3N a la
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membrana. Segun las especificaciones del proveedor, aesiierpo policlonal
reconoce un epitope de la porcién C-terminal de HMGNZ2. issrésario evaluar otros
anticuerpos dirigidos contra porciones diferentes de HMQN@r ejemplo, el
comercializado por LSBio, Ac LS-B5250 dirigido contra elgimento N-terminal) para

determinar si es o no posible bloquear la unién de B3N arzgbrama de la célula LLC.
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Figura 21. Efecto del anticuerpo anti-HMGN2 sobre la unién deB3N. Células DAUDI
(3x1C0/tubo) fueron expuestas al anticuerpo policlonal anti-HMGN2 rdekedo en cabra, a
una mezcla de IgG irrelevante de la misma especie odBBfite 30 minutos a 4°C. Luego de
lavar en PBS BSA 0,5%, se realiz6 el ensayo de union de B&Nogsaron las muestras por el
citometro de flujo. Panel (A) Se muestra un histogramaeseptativo de los resultados
obtenidos en estos ensayos donde se aclara la media dedadedsi fluorescencia (MIF)
indicativo de union de B3N para cada caso. La unién de B3N ahqgubar en PBS fue la
misma que para el caso de ambos anticuerpos (datos noduoskstiRanel (B) Se muestran los
datos del conjunto de experimentos realizados como mediaMéHasES (n=5).

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta primageademuestran que la
union de B3 a las células B leucémicas a través de swpddeierminal dependen, en

gran parte, de la expresion la proteina HMGNZ2.
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PARTE 2

Interaccion de B3 con la célula leucémica. Modulagn de su

sitio de unién
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1. B3 aumenta la expresion de CD69 en células LLC

Como se sefialara en la Introduccién, nuestro grupo deénepst la unién de B3
a las células leucémicas conduce a su posterior endocifmgisesamiento y
presentacion a linfocitos T autorreactivos. Sin embaggsconocemos si la unién de
B3 es capaz de modificar el estado de activacion detlalws LLC. Para evaluar esta
posibilidad decidimos investigar si B3 modula la expresion déjemo de membrana
CD69. Esta molécula es particularmente interesante pordgimaa de ser un marcador
de activacion temprano de distintas poblaciones leucasiiase ha propuesto como
marcador de progresion de la LLC[53-54]. En esta serie deiewge#os usamos como
ligando la molécula completa de B3 en lugar de B3N recomleingatra descartar
cualquier potencial contaminacion de la proteina con LB8as patrones moleculares
de las bacterias empleadas en la producciéon de B3, lo glréa pepercutir en el
aumento de los marcadores de activacion que evaluamos.

Para la obtencion de B3 en forma soluble se desarumligorotocolo de
purificacion previamente descrito [105] que se detalla en M&sry Métodos. Luego
de verificar la pureza del ligando y la ausencia de citottegtcpor posibles remanentes
del detergente empleado, incubamos células mononuckedadess de pacientes LLC
con B3 durante 24 horas y evaluamos la expresion de CD69 eglldas leucémicas
(poblacién linfocitaria CD3CD56). Dado que la expresion de CD69 en células LLC es
muy heterogénea [53], decidimos realizar este primer ensagomuestras de dos
pacientes que presentaran porcentajes iniciales de scdtuaémicas CD69 bien
diferenciados. Como puede verse efifgura 22, B3 aumento el porcentaje de células

LLC que expresan CD69 en ambos casos.
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Figura 22. Aumento de la proporcién de células LLC CD69 por B3. CMT (3x10/ml) de
pacientes LLC se cultivaron en presencia o no de B3g({sil) durante 24 hs. La expresion de
CD69 en células leucémicas se determind por citometridufte €onsiderando las células
negativas para CD3 y CD56. Se muestran resultados de dos gacmntgiveles de expresion
basal de CD69 diferentes en sus células leucémicas (71% vs 29%).

Cuando analizamos la cinética de expresion de CD69 enocahiausencia de
B3, observamos que hay un aumento marcado durante las jgridriensas que luego se
estabiliza y desciende levemente a las 24 hdtiggi@a 23A). Cuando las células son
expuestas a B3, el porcentaje de células LLC positivas G&¥&9 es mayor
estadisticamente a las 6 horas de cultivo y se menper encima de los niveles

controles de ahi en mésigura 23).
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Figura 23. Cinética del efecto de B3 sobre la expresion de CD6PRanel (A) Las CMT de
pacientes LLC (3x1%ml) se cultivaron en presencia o no de B3 (50 pg/ml)lgotiempos
indicados en la figura y se determind mediante citomegridug la expresion de CD69 en las
células leucémicas. Las diferencias encontradas fueronicaginds a partir de las 6 hs (*
p<0,05; Wilcoxon signed rank test, n=6). Panel (B) Grafico de anmstrando el porcentaje
de aumento inducido por B3 a los distintos tiempos ensaydaolode se evidencia que a 24 hs
las diferencias son mayores. Los resultados se muestran conaoiesli(n=6).

Teniendo en cuenta la induccion espontanea de CD69 en ebguléiwariacion
en los niveles de expresion entre pacientes, decidimosmieterel efecto de B3 en
veinte nuevas muestras LLC a fin de corroborar nuesbservaciones iniciales. En la
Figura 24 se muestran los resultados obtenidos al evaluar elmaje@le células LLC

CD69" y la media de intensidad de fluorescencia de CD69 en lamsdtéucémicas

luego del cultivo por 24 horas en presencia o0 no de B3.
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Figura 24. Efecto de B3 en la expresion de CD69 evaluado para una cohorde 20
pacientes LLC. Las CMT de los pacientes (3X1®1) fueron incubadas en presencia de B3 a 50
pg/ml durante 24 horas y se evalué mediante citometrflujdda expresion de CD69. Cada
punto corresponde a un paciente unido con una linea para cadaiécoridanel (A) B3
aumenta el porcentaje de células leucémicas que expresaraCiddapo estudiado (n=20, p<
0,01; Wilcoxon signed rank test). Panel (BB aumenta la media de intensidad de
fluorescencia (MIF) de CD69 en las células leucémicas (np20;01; Wilcoxon signed rank
test). Panel (CB3 no incrementa ain mas la expresién de CD69 en las células Lalthbae
positivas.
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En primer lugar puede observarse la enorme heterogeneidadcegpresion de
CD69 entre las muestras analizadas. Los datos @ladl 2 muestran que la mayor
expresion de CD69 en las células controles tiende a @bseren los pacientes en
estadios mas avanzados de la enfermedad (Binet B 0a@)r hinfocitosis y expresion
del marcador de mal prondstico, CD38. El cultivo con B3 atiné&n expresion de
CD69 en la gran mayoria de los casos evaluados, siendevigente cuando los
porcentajes de expresion son mas bajos (Pacientes 1Esld¥cir que el grueso de los
pacientes LLC con baja expresion de CD69 y mayor respudasan pacientes con

enfermedad indolente y de buen prondstico.

Pt Sexo Edad Leucocitos Estadio CD5CD19° CD38" CD19CD69 CD19CD69Y %

x10*/mm?® Binet (%) (%) control B3 aumento
1 F 82 13 A 54 11 13 22 70
2 M 79 26 A 86 2 18 35 95
3 M 77 27 A 94 5 22 29 32
4 F 73 53 A 84 1 24 28 17
5 F 76 21 A 66 3 25 35 40
6 F 81 27 A 82 1 29 33 13
7 M 70 13 A 66 88 28 49 75
8 M 83 78 A 91 1 33 40 21
9 M 80 37 B 96 1 35 39 11
10 F 75 22 A 59 8 39 55 41
11 M 74 180 B 98 0,2 69 74 7
12 M 78 97 C 92 50 70 79 13
13 F 64 45 A 79 99 70 71 1
14 M 83 60 B 89 99 70 84 20
15 F 76 50 B 89 0 73 77 5
16 M 67 17 A 94 1 83 96 16
17 M 55 53 A 75 80 83 83 0
18 F 57 125 C 77 40 88 90 2
19 F 82 23 A 76 1 92 96 5
20 F 81 172 C 94 1 95 96 1

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y biolégicas de los pantes LLC evaluados.
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Queda por corroborar en una cohorte mayor de pacient®883 aumenta el
porcentaje de células que expresan CD69 preferentementeientgs de enfermedad
indolente, o si lo hace en pacientes que presentan pajeetiajos de células LLC

CD69' cualquiera sea el estadio de la enfermedad.

2. B3 no modifica la expresion de CD69 inducida por IFNt« o CpG

La expresion de CD69 puede ser inducida en linfocitos B nesmpbr
diferentes estimulos [119-122]Nosotros encontramos que el IkeN-y los
oligonucledtidos CpG aumentan los niveles basales de CD6¢lelascLLC. Para
determinar si B3 puede incrementar la expresion de CD69 indo@idaoncentraciones
suboptimas de estos estimulos, incubamos células LLan@u@4 horas con IFN-
(200 U/ml), CpG (0,5 M) solos o agregando simultaneamente B3 a 50 pg/ml. Los

resultados obtenidos se muestran drigaira 25.

sin estimulo CpG 0,5 nM IFN-a 200 U/ml
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Figura 25. Efecto de B3 sobre la expresion de CD69 en presencia de IEN-CpG. 5x10°
CMT de pacientes LLC fueron incubadas durante 24 horas con conaergsasub-6ptimas de
CpG (0,5 nM) e IFNx (200 U/ml) en presencia o no de B3 (50 ug/ml). Se evalegigeesion
de CD69 en las células leucémicas mediante citometria de$lajmuestran los porcentajes de
células leucémicas positivas para CD69. Cada punto correspamdpagiente unido con una
linea para cada condici¢n=6).

Como se observa en Rigura 25, B3 no mostrd efectos aditivos sobre la

expresion de CD69 inducida por cualquiera de los dos estirstiodiados.
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3. B3 particulada induce mayor expresiéon de CD69 que B3 soluble

La activacion de los linfocitos, tanto T como B, depemf#d nivel de
entrecruzamiento de los receptores de membrana. Asi eomplej los antigenos
monovalentes en solucién son incapaces de activar énfositos B, alun cuando
interaccionen con las porciones Fab de la Ig de membiado que B3 en forma
soluble sélo induce niveles bajos de CD69 en las célul&s Hecidimos acoplarla a
microesferas de poliestireno tal como se detalla esedaion de Materiales y Métodos
para convertirla en un estimulo particulado que, enaefugse capaz de inducir mayor
entrecruzamiento de su sitio de unién sobre la membrasardsultados obtenidos se

muestran en |&igura 26.
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Figura 26. Aumento en la expresion de CD69 al incubar caB3 particulada. CMT (5X105)

de pacientes LLC fueron incubadas durante 24 horas en prese®@3asdiible(50 pg/ml)o

B3 particulada acoplada a microesferas de poliestireno,aa@re@n relacion aproximada de 10
microesferas/célula. Camcontrol se agregd albumina acoplada a microesferas en faamis
cantidad que para el caso de aquellas acopladas a B8al8é k& expresion de CD69 en las
células leucémicas mediante citometria de fIRjanel (A) Graficos de puntos e histogramas de
fluorescencia mostrando la expresion de CD69 en las célulaénicas de un paciente
representativo. Panel (B) Porcentaje de células leucgémif®69+ y media de intensidad de
fluorescencia de CD69. Los resultados se muestran como fe8&ian=3.
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Como puede observarse en los tres pacientes evaluadosybacion con B3
particulada aumenté el porcentaje de células leucémisga®xpresan CD69 como asi

también la media de intensidad de fluorescencia.

4. Efecto deB3 en la expresion de CD25 y CD86

Por ultimo, evaluamos la capacidad de B3 de inducir la egprede dos
moléculas claves en la activacion de las células: LLD25, receptor de alta afinidad
para IL-2 y CD86, molécula coestimulatoria necesaria fepresentacion antigénica.
En estos experimentos las células leucémicas searolindurante 48 horas con B3 (50
pg/ml) en lugar de 24 horas ya que la induccidon de estosadames es mas tardia en
comparacion con CD69.

Como puede verse enfagura 27, encontramos que B3 incrementa de manera
significativa el porcentaje de células leucémicas que sapr€D25 como asi también
el nivel de expresion evaluado como media de intensidathalegcencia, tanto en el
conjunto de células leucémicas (no mostrado) como eoblacion CD25. En relacion
a CD86, no encontramos diferencias significativas erpdosentajes de células LLC
gue expresan este marcador, pero si en el nivel de expoesis células leucémicas

que expresaCDS86'.
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Figura 27. Aumento en la expresién de CD25 y CD86 inducido por BSe incubaron 3x£0
CMT/ml de pacientes LLC con B3 (503/ml) durante 48 horas y se evalué la expresién de
ambos marcadores en las células leucémicas por citomefitigodéCada punto corresponde a
un paciente unido con una linea para cada condicion. PanePdientaje de células
leucémicas CDZ5y expresion de CD25 como media de intensidad de fluorescend® ¢l
marcador en células LLC CD2%cubadas o no con B3 (n=12; * p<0,05; Wilcoxon signed
rank test). Panel (Byorcentaje de células leucémicas CDBéxpresion de CD86 como media
de intensidad de fluorescencia (MIF) del marcador enalulC CD86 incubadas o no con
B3 (n=20; * p<0,05; Wilcoxon signed rank test

En conjunto, los resultados obtenidos indican que B3 mazode aumentar, de
manera modesta pero consistente, la expresion de masaderactivacion de las
células LLC. Queda por evaluarse en futuros experimentoaspel de HMGN2 en los

efectos activadores de B3 sobre las células leucémicas.

5. Modulacion de la union de B3 a células leucémicas
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Como siguiente objetivo nos propusimos investigar si l&rudie B3 a las
células leucémicas puede ser modulada por factores poteswialmpresentes en el
microambiente esplénico, sitio de encuentro entre ladaséLLC y los antigenos
eritrocitarios. Entre las distintas citoquinas capatesnodular la funcionalidad de las
células LLC, decidimos evaluar el efectolie6, TGF$ e Interferéne. IL-6 y TGF
son citoquinas que se encuentran elevadas en el plastoa pgacientes LLC y que
pueden ser secretadas por las propias células leucd®@;as5, 123]. En células B
normales IL-6 induce la estimulacién y diferenciacion, nimeess que TGH- es una
citoquina que, en general, disminuye la activacion ce]6& 124]. En relacién al IFN-
a, huestra eleccién se debié fundamentalmente a dosavofor un lado el IFN-se
produce en altos niveles durante las infecciones viralegjua son frecuentes en los
pacientes LLC debido a la inmunosupresion que los caractegque empeora con los
tratamientos quimioterapicos [28, 30-31]. Por otro lado, separtado la aparicion de
AHA asociada al tratamiento con IF\-ya sea en pacientes con desordenes
oncohematoldgicos o infectados con el virus de la hep@ti61, 63].

Para determinar si la exposici@nL-6, TGFf o IFN-a regula la capacidad de
las células LLC de unir B3, se llevaron a cabo cultivos 4® horas de células
mononucleares de sangre periférica con cada una dédgsigas a concentraciones
con las que se habian reportado efectos mo.vil término del cultivo, se evaluo la

capacidad de las células LLC para unir B3, utilizando en asteB3N recombinante.
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Figura 28. Efecto de las citoquinadlL -6, TGF-R e IFN« en la capacidad de las células B
leucémicas para unir BBN CMT de pacientesLC (3x10/ml) fueron incubadas durante 48 hs
con las citoquinas IL-&® TGF$ usadas a 40 ng/ml, o IFdNa 450 U/ml. Luego se evalud la
union de B3N (5Qug/ml) expresada como media de intensidad de fluorescenchy.(Manel
(A) Se detecto un aumento estadisticamente significativéa unidén para el tratamiento con
IFN-a, respecto de la unién control sin tratamiento. Los resultados sgramueomo media de
las MIF £ ES (*p<0,05; n=8Friedman test, Dunns multiple comparisoRanel (B) Se
muestran histogramas representativos de la union de B3Nlasdélucémicas tratadas o no con
con IFN«.

Los resultados de leigura 28 muestran que no se encontraron diferencias en
los niveles de union de B3N entre las células LLC incubadao conlL-6 o TGF$.
Sin embargo, las células que fueron cultivadas condRhbstraron un incremento
significativo en su capacidad para unir el ligando, lo que anglie el sitio de union de
B3 en la membrana de la célula LLC puede ser reguladcefiates del microambiente

celular.

6. INF-a. incrementa la union de vesiculas eritrocitarias a las células LLC

El aumento de la unién de B3 soluble inducido por el dFNes alenté a
investigar si esta citoquina también era capaz de increniartapacidad de las células
LLC para unir vesiculas eritrocitarias. Como fueréatedo anteriormente, nosotros
describimos que las células leucémicas unen vesiculabi¢ia llamadas exosomas)
eritrocitarias de polaridad invertida (VPI) a través del adomN-terminal de B3 [81]

Estas vesiculas que se encuentran normalmente eruécién constituyen la forma
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mas probable de interaccion de B3 con las células LLQv@ ya que por tratarse de
una proteina integral de membrana, B3 se mantiene unida apa tijgidica. De hecho,
se ha demostrado que B3 es uno de los principales compodenéssVPI [125-127]
Para evaluar si el cultivo con IRiNaumenta la union de las VPI a las células
LLC, se marcaron glébulos rojos humanos con elreole fluorescente CFDA y
posteriormente se obtuvieron las VPl mediante el protocdorigéo en Materiales y
Métodos. Una vez verificada la correcta polaridad de V& y su nivel de
fluorescencia, se incubaron durante 2 horas con célube®nmucleares de pacientes
LLC que habian sido cultivadas por 48 horas con o sindNH-aumento en el tamafio
celular y en los niveles de expresion de CD86 inducido pdtdguina indicaron que
las células leucémicas fueron capaces de responder antalasion Figura 29A).
Finalmente se midio la incorporacion de fluorescencia £oéailas T (no malignas) y
en las células B leucémicas, discriminando ambas pohk&imediante marcacion con

un anticuerpo anti-CD3. Para este estudio se trabajé ctmalnle 15 pacientdd C.
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Figura 29. Union de vesiculas eritrocitarias a células leucénais pretratadascon IFN-a.
CMT (5x10) de pacientes LLC fueron incubadas con kedl-450 U/ml durante 48 horas, y
luego expuestas frente a VPl marcadas durante 2 horas a 37¢0. dauéos lavados en PBS
BSA 0,5%, se marcaron las CMT con CD19 y CD5 para discrint@sacélulas leucémicas y
con CD3 para estudiar las células T. Se evalué mediante cifandg flujo. Panel (A)
Verificacion de la activacion de las células LLC utilizand®l4& mediante aumento en el
tamafo celular y en la expresion de CD86. A la derechacqgrdé puntos representativo de
citometria de flujo mostrando un paciente donde sus células Beine@ mayor cantidad de
VPI que sus células T. Panel (B) Graficos de porcentagéldé&as que unen las VPI incluyendo
los 15 pacientes utilizados para este estudio, donde cada punto teperaeseipaciente. S6lo en
las células leucémicas hay un aumento significativo amién de VPI al tratar con IFM-
(n=15; p<0,01; Wilcoxon signed rank test

Los resultados de Rigura 29 muestran, en primer lugar, que las células LLC
presentan mayor capacidad de unir VPI que los linfocitos [@sdpacientedos cuales
son incapaces de reconocer a B3 (PaheMAs importante aan, sélo el clon leucémico
fue capaz de responder a la estimulacion por dAherementando su capacidad para

unir a las VPI (Panel B). Por otra parte, las células LLG/qmientes de los 15
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pacientes evaluados en el estudio mostraron distinta idagade unir VPI. Sin

embargo, no encontramos evidencias de correlacioe ema mayor capacidad de
unién a las vesiculas con estadios mas avanzados delmedéd ni con expresion de
marcadores de mal prondstico (datos no mostrat@g@ mencionar que ninguno de

estos pacientes habia cursado con AHA hasta el momdrastaeio.

7. Modulacion de la expresién de HMGN2 por IFNe.

Teniendo en cuenta los resultados de la primera partetdsi$ que mostraron
que HMGNZ2 es el principal sitio de union de B3, decidimos evalugrtratamiento de
las células LLC con IFNkera capaz de incrementar la expresion de HMGN2. Para ello
trabajamos con células mononucleares totales de 5 fcldrC, que fueron incubadas
durante 48 horas con IFd¢450 U/ml). Respetamos asi las condiciones utilizadas para
los experimentos de regulacion de la union de B3 soluble lgsd¥Pl a las células

leucémicas. Los resultados obtenidos mediante citonedrilujo se muestran en la

Figura 30.
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Figura 30. Aumento en la expresion de HMGN2 por estimula@n con IFN-a. CMT (5x10)

de pacientes LLC fueron incubadas con lbl-450 U/ml durante 48 horas, y luego se realizd

la marcacion para evaluar la expresion de HMGN2 en la supedicilar tal como se describio
para laFigura 18. Panel (A) Se presentan histogramas representativos mostaanmdmlia de
intensidad de fluorescencia (MIF) de expresion de HMGN2 en dostexei&n gris, el control

de isotipo para la incubacion control; y en linea punteadantriot de isotipo para la incubacion

en presencia de IFN-En celeste y naranja la expresion de HMGN2, en ausencia o presencia de
la citoquina respectivament@anel (B) Expresion de HMGN2 en células LLC incubadas con o
sin IFN-o. Los resultados se muestran como media de las MIF + ES,(ig80,05; Wilcoxon
signed rank test).
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Como puede verse, la exposicion a lihcrement6 la expresion de HMGN2
en la membrana plasmatica de las células LLC. Sidieumento fue moderado, las
diferencias resultaron significativas al ser conststepara el conjunto de pacientes
analizadosConsideramos que estos datos son importantes ya queynes aportando
evidencias para confirmar que HMGN2 es el sitio de union pardaBa en las células
leucémicas.

Por dltimo, investigamos si el IFNinduce la sintesis d¢ HMGN2 evaluando la
expresion del ARNm por PCR cuantitativa. En este casomaestras celulares
altamente enriquecidas en células LLC se cultivammasin IFNe durante 24 horas,
se extrajo el ARN total y se cuantificaron los nivelegxigresion de HMGN2 como se

detalla en Materiales y Métodos. Los resultados odibsrse muestran enfiéggura 31.
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Figura 31. PCR cuantitativa evaluando la expresion de HMGN2 en célas LLC
estimuladas con IFNe. CMT (1x10) de 5 pacientes LLC fueron incubadas con tEN450
U/ml o control (solucidn fisiolégica) durante 24 horas, se px&#BARN y luego se cuantificé
mediante PCR los niveles de HMGN2 empleando el métddt gal como se detalla en la
seccién de Materiales y Métodos. Se muestra la expresion ael@ivHMGN2 para cada
condicién en los 5 pacientes estudiados.

Como puede verse, 3 de las 5 muestras evauapondieron al IFNx
aumentando la expresion de HMGN2 (LLC#1-3), mientrasequena de las muestras

(LLC#5) el IFN-0 disminuyo la expresion de HMGN2. No tenemos una explicacion
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para estas diferencias entre pacientes y sera necesalizar el analisis en un namero
mayor de muestras. Asimismo, dado que no existen hastameémo reportes sobre
regulacion de la transcripcion de KBW2, es nuestra intencion ampliar el estudio a

otras citoquinas relevantes en LLC.
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La asociacion entre leucemia linfatica cronica y aneraradtitica autoinmune
se conoce desde hace méas de 50 afos, pero hasta el momestan claros cuales son
los mecanismos celulares responsables de esta asocibiciéstro grupo de trabajo
demostré que las células LLC pueden unir a la proteitr@ataria B3, endocitarla y
activar linfocitos T especificos, proceso capaz de desemmatderespuesta autoinmune
[81]. La unidn de B3 a las células leucémicas no ocur@es de los receptores
descriptos para esta proteina: el receptor scavenger CD36sfdprbteina nucleolina.
Nosotros encontramos que las células B leucémicas remofeporcion N-terminal de
B3. El objetivo principal del proyecto de esta tesis fue ifiegt el sitio de union de B3
en la membrana de las células LLC.

Nuestros intentos iniciales @e-inmunoprecipitacion de las proteinas integrales
de la membrana eritrocitaria no dieron los resultasperados debido, probablemente,
a la necesidad de usar detergentes. Si bien éstos repneseat de las herramientas
mas Utiles para solubilizar proteinas integrales de nsmab[128], los detergentes
exhiben un comportamiento complejo que depende no solo derepgedades
fisicoquimicas, sino también de su concentracion, g gedsencia y tipo de proteinas y
lipidos que se encuentren en el medio [110]. En ciertassdas detergentes pueden
causar modificaciones en la estructura terciaria dprtztginas que alteran su capacidad
de interaccion con otras moléculas [108]. Cambios comfoionales inducidos por el
detergente podrian explicar la imposibilidad de co-inmungutacel sitio de unién de
B3N en la membrana de las células B leucémicas. Por ot paestros intentos para
remover el detergente, ya sea mediante dialisis o i@iludasta alcanzar la
concentraciéon micelar critica antes de la incubacwm el ligando tampoco dieron
resultados positivos, posiblemente porque las proteinasidadr se hayan vuelto

insolubles al disminuir la concentracion del detergente.
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Ante el fracaso de los intentos de co-inmunoprecipitarcBn su receptor,
buscamos una estrategia alternativa que no involucraugélifmacion de detergentes.
Fuimos afortunados al observar que la elucién de las pastaio integrales de la
membrana plasmatica mediante una breve exposicion a fH dBminuye
significativamente la unidn de B3 a las células LLC. @Gsa@ estas observaciones
pudimos contar con una herramienta valiosisima para amtentdentificacion del sitio
de unién de B3 en el eluido acido. Es asi que luego de la iogyedei los eluidos
neutralizados en una columna de afinidad y el posteridisanpor MALDI-TOF de las
moléculas retenidas, se identific6 a HMGN2 como la protedniategral presente en la
membrana de las células B leucémicas que une la porciennhhal de B3. Estos
resultados fueron corroborados en experimentos adie®gae mostraron la expresion
de HMGNZ2 en la superficie celular mediante la utilizacioml@nticuerpo especifico y
su desaparicion luego de la elucidon acida. Es decir queaahiemto a pH 2,5 no sélo
inhibe la uniébn de B3 a las células B leucémicas, sijoe también reduce
marcadamente la expresion de HMGN2 sin afectar la de attigenos de membrana
como CD19 o la IgM de superficie. Es importante sefaladaguinfocitos T, que son
incapaces de unir B3, no mostraron expresion de HMGN2 eerigbrana a diferencia
de las células leucémicas. Por ultimo, demostramos quétigbcde células LLC con
IFN-o aumenta la union de B3 en forma paralela a la expresion de HMGN2. Este
conjunto de resultados nos permite concluir que HMGN2 esrelipal sitio de unidn
de B3 en las células B leucémicas.

La familia de las HMGN esta formada por 5 miembros gquéaacttomo
elementos arquitectonicos de la cromatina y afectanpie@itprocesos dependientes del
ADN [114-115]. Se caracterizan por presentar un dominigackr positivamente, el

dominio de unién a nucleosomas, y un fragmento C-terragidb, que se despega de la
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cromatina. Todos los miembros de la familia HMGN presertaa estructura

secundaria desordenada, lo que les permite interactuanwoerosas proteinas y
formar complejos moleculares [129]. Entre los importaecesos en los que estan
involucradas las HMGN se encuentra la regulacion de ladriaeion génica, que es el
resultado, en gran parte, de la capacidad que tienen restésulas de unirse a

multiples reguladores, formando complejos moleculags resumen, las HMGN al

reducir la compactacion de la cromatina y gracias a sustedssicas estructurales
facilitan el acceso de los factores de transcripciéDa.

Ademé& de su funcion clave como parte de los nucleosomas, dosonaie de la
familia de las HMGN presentan actividades por fuera del atcg®ular. En 2005, Feng
y col [117-118] encontraron que los leucocitos mononuclesagtan HMGN2 cuando
son estimulados con IL-2. Asimismo, demostraron que l#cuta tiene efectos
antimicrobianos ya que es capaz de inhibir el crecimientagar de E. coly P.
aeruginosa, pero no d€. albicans. Es interesante sefialar que la actividad
antimicrobiana descripta por estos autores no reside ni éon@nio de union a
nucleosomas ni en el fragmento C-terminal acido, smta eegion comprendida entre
los aminoacidos 18 a 48 que presenta una conformacion de a-hélice. Trabajos
posteriores del mismo grupo extienden la actividad protedd®&aHMGN2 a la
inhibicion de la expresion y replicacion del virus de hiépaB [130]. También
relacionado con la actividad anti-infecciosa, Cao y{X81] reportaron que HMGN2 es
capaz de inhibir la infeccion de células epiteliales gigar@or K. pneumoniae pero no
a través de un efecto litico directo, si no bloqueandigetso de la bacteria al impedir
la polimerizacién del citoesqueleto.

Recientemente, Yang y col [132] utilizando un modelo en rataegnostraron

que otro miembro de la misma familia, HMGN1, puede encontrsoiéle en la
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cavidad peritoneal y funcionar como una sefial de alandaciendo la maduracion de
células dendriticas al interactuar cehreceptor de tipo toll 4 (TLR4)Los ratones
knock-out para HMGNL1 presentan una menor respuesta antigendfiespdebido a
defectos en la activacion y reclutamiento de las agldendriticas. Resulta interesante
gque HMGNZ2, utilizada como control en el trabajo de dicho grupofue capaz de
activar a las células dendriticas ni de interactuar doR4. Por ultimo, es necesario
sefialar que la primera descripcion de una proteina deéamascha con actividad
inmune corresponde a HMGB1. Numerosos trabajos han dexhostu importancia en
la activacion de la respuesta inflamatoria y autoinmune-1833. HMGBL1 es liberada
al medio extracelular de dos formas: como producto de s@trde células de la
inmunidad innata 0 como consecuencia de la necrosisuwcelii ambos casos, HMGB1
actua induciendo la secrecion de citoquinas proinflamatfts]. Como ocurre con
HMGN2, las caracteristicas estructurales de esta protadidgaih su asociacion con
diferentes moléculas, entre las que destacan IL-13, P&L12, RAGE en la
membrana plasmatica celular, y por supuesto ADN [136-137]

HMGN2 también ha sido investigada como una potencial herrgamien
terapeutica. Es asi que durante la busqueda de factores nidsbde las metastasis
tumorales se identific, en extractos de higado bovino, uidpége 21 aminoacidos
gue se corresponde con el fragmento carboxi-terminal de HMGB3&. Este péptido
inhibe la migracién de distintas lineas celulares in visio, afectar mayormente el
crecimiento. Es interesante que la inoculacion de g&peéido en ratones reduce el
desarrollo de metastasis de cancer de pulmén en mas del 50%

El dominio amino-terminal de HMGNZ2, por su parte, tambiéha@studiado
como potencial herramienta terapeltica. Se reportd que fesienento de 31

aminodcidos se une a células tumorales tanto in vitro @owvigo y, una vez unido, es
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internalizado acumulandose en el ndcleo [139]. Acoplado doxinga, este péptido de

HMGNZ2 logré inhibir el crecimiento de células tumorales Aoas transplantadas en
ratones inmunodeficientes. Estudios posteriores del mignapo posicionaron a

nucleolina como su receptor en la superficie celular [IE®onjunto, estos resultados
muestran que 2 dominios diferentes de la proteina HMGN2 pakiagampleados en la
terapia antitumoral.

En concordancia a lo descripto para HMGB1, la presencia déNiVien la
membrana de las células LLC puede deberse a la secamtiva por parte de las
células leucémicas u otras células de la sangre, conutedoripto para leucocitos
estimulados con IL-2, 0 a la adsorcion pasiva de la peoteanslocada al medio
externo como resultado de la muerte celular. La existedeinucleosomas circulantes
con presencia de HMGNZ2 no ha sido, a nuestro conocimientoafoente demostrada.
Sin embargo, cabe mencionar que se han descripto aptisuelirigidos contra
HMGN2 en distintas enfermedades autoinmunes, como por ejdupls eritematoso
sistémico, enfermedad del tejido conectivo mixto [141titsrteumatoidea [142-143j
escleroderma [144]. La presencia de autoanticuerpos indicdisfoonibilidad de
epitopes antigénicos a ser reconocidos por los linfo@toPado que los niveles de
nucleosomas son mayores en los pacientes con cancery{idbjendo en cuenta el
gran namero de células leucémicas positivas para HMGN2 gratientes LLC, uno
de nuestros objetivos futuros sera evaluar los niveles d&MiV complejada o no a
nucleosomas, en el suero de los pacientes y determirtaaysasociacion con el

desarrollo de AHA.

En la segunda parte del presente trabajo de tesis mpgsimos como objetivo

evaluar si la union de B3 a las células LLC tiene la cddpd de activarlas. Los
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resultados previos de nuestro grupo habian demostrado querecieniento de B3 por
parte de las células leucémicas conduce a su endogitsisterior procesamiento y
presentacion de péptidos junto con moléculas HLA-IIp pgsconociamos si puede
modificar su estado de activacion. Encontramos que ivdestnte B3 aumenta la
expresion de los marcadores de activacion de célulaPB9,aCD25 y CD86. Aunque
los niveles de incremento son bajos, es posible que tgjidel esplénico, donde la
concentracién de eritrocitos y vesiculas eritrozitaes elevada, el reconocimiento de
B3 por parte de las células leucémicas colabore eniga@éh. Recordemos que B3 es
la molécula mas abundante de la membrana del globjply marte fundamental de los
exosomas 0 vesiculas eritrocitarias. Estas vesi@dasriginan mayormente en el
estroma esplénico durante el pasaje de los eritrocitogvas de las paredes de los
sinusoides, y presentan una polaridad de membrana igual éo&glébulos rojos (con
las porciones intracelulares de las proteinas haaeeior de las vesiculas) o invertida
(con las porciones originalmente intracelulares hatftiara) [125-127]. Proponemos
gue la interaccion de la porcion N-terminal de B3 ycklslas LLC ocurre en el tejido
esplénico y favorece la estimulacion de las cél@lasédmicas.

Entre los marcadores de activacion evaluados, CD69 esqliz@s interesante
ya que se trata de un marcador pronéstico en LLC [53-54]laEcohorte de 20
pacientes estudiados, vimos que el aumento en la expasi@D69 inducido por B3
fue mayor en aquellos pacientes con menor proporcionidaséeucémicas CD69de
enfermedad indolente y con bajo riesgo de progresion. Bdttapdeberse simplemente
a que B3 tiene mas chance de incrementar la expresiéDé ctiando los niveles son
bajos. Sin embargo, los resultados de la Tabla 2 muepisafa respuesta es bastante

heterogénea, en particular dentro del grupo de mayor ri€sgé.necesario evaluar el
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efecto de B3 sobre la expresion de CD69 en un nimero meaygacientes para poder
realizar un analisis de correlacion.

Dado que el receptor que describimos para B3, es decir HMGN2, es una
molécula no integral de membrana, cabe preguntarse dolmecanismo mediante el
cual se transducen las sefiales de activacion que llesamahto en la expresion de los
marcadores descriptos. Como se sefialara anteriormpote,su conformacion
estructural HMGN2 tiene la capacidad potencial de unirse a ie8ltipoléculas. En
ede sentido es importante considerar que la capacidad deeutad no integrales de
membrana de transducir sefiales depende de su potencial pae fdusterso
agrupaciones con moléculas lipidicas y/o proteicas [146l1 ¥ez, numerosas proteinas
unidas la membrana plasmatica mediante enlaces gliattbkfiositol (GPI) son
capaces de transducir sefales de activacion en célulasiianas y otras [144,145]. Si
bien sabemos que éste no es el caso de HMGN2 al ser ue@gnud lipidada, podria
estar unida a la superficie celular a través de su dominio a-hélice mediante anclajes
aplanados sobre la membranan(plane membrane anchor”), forma estructural capaz
de modular diversas funciones celulares [147-1#9 otra parte, aunque no hay
reportes sobre HMGN2 en membrana celular, si los hay B@&B1, proteina capaz de
unirse a distintos glicolipidos y fosfolipidos [136]. Cofuera mencionado, HMGB1 es
capaz de unirsa RAGE expresado la superficie celular [1L3yesta reportado que un
fragmento de HMGN2 es capaz de unirse a nucleolina en la sipaté células
endoteliales, activando mecanismos de endocitosis [140]re§eieren estudios
adicionales en nuestro sistema para determinar cualsfiblizacion iniciada por B3,
como asi también para estudiar el rol de HMGN2 en la misma.

En este trabajo de tesis también evaluamos si la idapgaque presentan las

células LLC de unir B3 puede ser modificada por algunaageitoquinas claves en la

97



Discusioén

biologia de la LLC. Previamente habiamos reportado que lgidagdade union de B3
no se ve alterada por el cultivo de las células leum@ion fibroblastos transfectados
con CDA40 ligando [81], aun cuando las sefiales inducidas a tragi34feresultan en
una fuerte activacion de las células LLC. En el ptesérabajo encontramos que la
capacidad para unir B3 aumenta si las células son cubivamia IFNe., pero no se
modifica en presencia de IL-6 o TGF-El IFN-o no so6lo aumenta la union de B3
soluble sino también la de vesiculas eritrocitarias,cpmstituyen la fuente probable de
B3 en el organismo.

La actividad del IFN& sobre las células LLC ha sido investigada por mas de 3
décadas, encontrandose efectos paraddjicos que soélo emrezientes pudieron ser
comprendidos. Es asi que el efecto inicial del HRkk estimular la transcripcion de
STAT3 promoviendo la activacion y el crecimiento celulpero a tiempos mas
prolongados induce la transcripcion de STAT1, que llevanaukerte celular [150]. La
respuesta inicial exhibe una gran variabilidad entre pacidit€sy es de mayor
duracién en los de peor prondstico, como aquellos conidgeldel 17p o mutacion de
p53 [150]. Estos efectos paradojicos hicieron que la terapia HeC con IFNe se
dejara de lado hacia finales del siglo pasado. Indepdadiente de la utilizacion de
IFN-o para el tratamiento de la LLC, no debemos olvidar que la produccion de esta
citoquina se induce durante las infecciones virales [151]. Ceengefialara en la
Introduccion, los pacientes LLC son particularmente eptfinles a las infecciones por
presentar multiples alteraciones del sistema inmB@®3]]. La inmunosupresion
caracteristica de la LLC se agrava con los tratamsegtomioterapicos [28], lo que
favorece la aparicion de infecciones oportunistas, idakiiinfecciones virales por
Herpes Zoster o reactivacion de citomegalovirus, que sepad@n de alta produccion

de IFN-u [62]. Las infecciones por citomegalovirus son especialengelevantes ya que
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se ha demostrado que las células estromales del bazda sorincipal fuente de
produccion de IFNx [152].

En relacion a los resultados de esta tesis, eg#atete que la exposicion a IFN-
a favorezca la union a las células LLC de un autoantigeno prevalente en AHA como B3
ya que se ha reportado la aparicion de AHA asociadaat@niiento con IFNx en
pacientes con desordenes oncohematoldgicos, incluidaQd63]. Si bien las causas
gue subyacen a esta asociacion entre tratamiento cea JFddaricion de AHA no han
sido dilucidas hasta el momento, es posible que el auneenka capacidad de unir y
procesar antigenos eritrocitarios por parte de linfedtguegue un papel en el inicio de
la respuesta autoinmune. En este sentido, nosotros emostque no solo las células
LLC si no también los linfocitos B normales son capade unir B3 [81]. Queda por
demostrar si responden al IflNde manera similar a las células B leucémicas.

El mismo tratamiento con IFNM-que increment6 la union de B3 y de vesiculas
eritrocitarias a las células LLC indujo la expresionHMGN2, sin modificar la union
de IgG irrelevante usada como control, lo que descarta pegadpecifico por
activacion con IFNx. Si bien de manera indirecta, estos resultados apoyan el papel de
HMGN2 en la union de B3 a las células leucémicas. Nos pregostamesta instancia
cual podria ser el mecanismo que explique este aumento gpresién. Por tratarse de
una proteina periférica de la membrana, la mayor eprele HMGN2 inducida por
IFN-o podria deberse a un aumento en la transcripcién del/gem yn aumento en la
capacidad de la superficie celular para pegar la proteingriaipio, descartamos que
la mayor presencia de HMGN2 se debiera a la adsorcion piesileaproteina liberada
al medio externo como resultado de la muerte celllar.hecho, las células LLC
tratadas con IFN: mostraron una profunda inhibicion de la muerte cel@ar

concordancia con lo ya reportado [158jomo dijimos anteriormente, hay un anico
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reporte sobre la presencia de HMGN2 en el citoplasma c¢lild]. En este trabajo se
muestra que los leucocitos en reposo expresan HMGN2 mayeree el nlcleo y que
la estimulacion con IL-2 y el mitdgeno fitohemaglutininauoe su expresion en el
citoplasma y posterior secrecién al medio de cultivosbida analizado si HMGN2 se
encuentra en forma libre o dentro de vesiculas, quegmodsientualmente fusionarse
con la membrana plasmética para descargar su contenisioedultados que obtuvimos
en cinco pacientes LLC mostraron que en tres de ellédNed indujo un aumento en la
transcripcion de HMGN2. Por el momento, se desconocescséfe los mecanismos
gue regularsu expresion. Aunque el IFM-es capaz de inducir la expresion de mas de
300 genes necesarios para conferir resistencia freate iafécciones virales, no se ha
demostrado, a nuestro conocimiento, que HMGN?2 sea uno de estos “genes inducibles
por IFN”. Nos proponemos proximamente ampliar estos estudios ecbhoge mayor
de pacientes para definir si IFdNinduce la transcripcion de HMGN2.

En su conjunto, los resultados presentados en esteot@ddgsis demuestran
por primera vez la presencia de la proteina de nucleosdM&iN2 en la membrana
plasmatica de las células B leucémicas de pacientes Bdémas las evidencias
presentadas sugieren que HMGN2 constituye el principal sitimide para B3, blanco
frecuente de los autoanticuerpos en AHA, y demuestraraquadn de B3 a las células
tiene consecuencias funcionales ya que aumenta laseéxpree marcadores de
activacion.

Futuros experimentos se imponen con el objetivo de estadiaramica y el/los
sitio/s de unibn de HMGN2 a la superficie celular, asi cauocapacidad para
transducir sefiales de activacion linfocitaria. Por lonfmro y tal como fuera
mencionado, sabemos que los distintos dominios ado lde su estructura son capaces

de interactuar con una amplia variedad de moléculas dentdsstcaracteristicas
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bioquimicas. Por otra parte, profundizar los estudios daéddica de interaccién entre
B3 y HMGN2, como conocer la constante de afinidad de la writne ambos ligandos,
aportarian datos relevantes para esta linea de investigéai este sentido, si bien el
dominio N-terminal de Banda 3 se encuentra a la actualidstdlizado, éste no es el
caso para la proteina HMGN2. Esto impide proponer modelosde&@bbre probables
sitios de unidén con relativa certeza. Es por eso queg etras perspectivas a futuro,
consideramos la posibilidad de intentar cristalizar ehplejo B3N-HMGN2 en

colaboracién con los Dres Oppezzo y Buschiazzo del ItsstRasteur de Montevideo.

Nuestras investigaciones actuales estan siendo desasodlackste sentido.
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