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Resumen

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA: INFILTRACION EN EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRALY PAPEL DE BMP4

INTRODUCCION.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en la poblacién infantil. Caracterizada
por la alteracion genética de las células hematopoyéticas que modifican su capacidad de proliferacién y
diferenciacidn, esta enfermedad se presenta con la acumulacidn de células tumorales en la médula ésea
y la extension extramedular de las mismas. La mejora de las estrategias terapéuticas, fundamentalmente
debida a la estratificacion de los pacientes en grupos de riesgo y al tratamiento profilactico dirigido al
sistema nervioso central (SNC), ha permitido que las tasas de supervivencia superen el 80% en la
actualidad ¥ 2. De esta forma, sélo los pacientes incluidos en el grupo de riesgo alto reciben tratamientos
mas intensivos, reduciéndose asi los efectos secundarios derivados de la terapia®. Por otra parte, la
eficacia de la profilaxis en SNC pone de manifiesto que éste ya esta colonizado en el momento del
diagnéstico, a pesar de no detectarse la presencia de células tumorales en el liquido cefalorraquideo
(LCR)* con las técnicas de diagndstico utilizadas. De hecho, autopsias realizadas a nifios con LLA en los
afos 70 por Price et al. indicaban que en torno al 50-60% de las pacientes presentaban afectacion de
SNC°. Ademas, si bien las tasas de supervivencia han experimentado un notable incremento, todavia un
15-20% de los pacientes diagnosticados, principalmente incluidos en grupos de riesgo no alto, recaen en
médula dsea y/o en otras localizaciones extramedulares, siendo las recaidas en SNC una de las principales
causas de morbi-mortalidad en nifios ®’. La correcta identificacién de todos los casos y la comprensidn de
los mecanismos por los que las células leucémicas penetran y sobreviven en el tejido nervioso dando lugar

a posteriores recaidas representan los principales desafios de la enfermedad.

Las rutas y mecanismos mediante los cuales las células alcanzan el SNC aun no han sido completamente
descritos, sin embargo, puesto que la entrada de células y moléculas al mismo esta estrictamente regulada
por tres barreras: 1) la barrera hematoencefalica (BHE), 2) la barrera sangre-LCR (BSLCR) y 3) la limitante
glial pial; parece inevitable que al menos alguna de éstas sea modificada para facilitar la entrada de las
células leucémicas &0, La infiltracidn del SNC en pacientes con LLA se ha considerado cldsicamente como
una enfermedad fundamentalmente meningea atribuyéndose la entrada de células al parénquima
nervioso a estados avanzados de la enfermedad 1. Aunque los trabajos que abordan la colonizacién al
SNC son escasos, diferentes rutas han sido propuestas para las células leucémicas. Asi, Price et al.
sugirieron la llegada de éstas al espacio subaracnoideo a través de los senos venosos durales °. Sin
embargo, otros autores apuntan al plexo coroideo por su mayor grado de permeabilidad >3y, por su
parte, Yao et al. han propuesto la infiltracion del SNC por las células leucémicas procedentes de la médula
6sea del crdneo a lo largo de la capa adventicia de las venas emisarias **. En cuanto a los mecanismos,

nameros factores y vias de sefalizacion se han asociado con la infiltracion de SNC en diferentes trabajos,
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incluyendo la regulacién de moléculas de adhesién (VE-caherina, ICAM-1, VLA-6) 1315y metaloproteasas
(MMP2, MMP9). Ademads, cambios en la expresidn de genes como IL-15, IL-7R, CXCR3, CXCR4 y CCR7 en
las células tumorales primarias y alteraciones en la composicién del liquido cefalorraquideo (incremento
de VEGFA, CXCL10 o factores pro-inflamatorios) se han postulado como marcadores de pacientes con una

mayor probabilidad de afectacién del SNC o recaidas en esta localizacién?’ 18,

Mas alld de los mecanismos de entrada al SNC, cuyo valor clinico es limitado si, como indican algunos
estudios, en el momento del diagndstico mas del 40% de los pacientes ya presentan afectacidn en el SNC,
es fundamental determinar cudles son las interacciones celulares y los factores del microambiente
responsables del mantenimiento y supervivencia de las células leucémicas, quedando protegidas de la
quimioterapia. En este sentido, se ha descrito que la interaccién in vitro con algunos tipos celulares del
SNC favorecen la supervivencia de las células leucémicas durante el tratamiento con farmacos
quimioterapicos. Por otra parte, el analisis comparativo entre células aisladas del cerebro y de médula
6sea indica que las células leucémicas que invaden el SNC adoptan un estado de mayor quiescencia con
un menor consumo de oxigeno y mayor actividad glicolitica, lo que promueve su supervivencia en esta

localizacién dando lugar a posteriores recaidas®® 1% 29,

Las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) son factores de crecimiento que constituyen una familia
dentro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante  (TGF-B). Los ligandos BMP sefializan
a través de la unidn a los complejos formados por receptores tipo | (BMPRIA, BMPRIB y ActRIA) y tipo Il
(BMPRII, ActRIIA y ActRIIB). Como resultado de esa unidn, los ultimos transfosforilan a receptores tipo |
que, a su vez fosforilan a las Smads reguladas por receptor de BMP, las BR-SMADs (SMAD1/5/8). Estas se
unen a la smad mediadora comun (SMAD4) formando un complejo que se transloca al nucleo para regular
la expresion de los genes diana. Alternativamente a esta via candnica, la unién al receptor puede
desencadenar la activacion de proteinas quinasas (p38, JNK y ERK) o GTPasas (Rho, Rac). La sefializacidon
BMP estd sometida a una estricta regulacion a diferentes niveles: intracelular, por las smads inhibidoras
(SMAD6, SMAD?7), extracelular, por los antagonistas (Noggin, Chordin, Gremlin) y a nivel de membrana,

por los co-represores y los co-receptores??.

En cuanto a su funcidén, las BMPs son proteinas multifuncionales que participan tanto en el desarrollo
embrionario como en la regulacidon de la proliferacion, supervivencia, diferenciacidn, quimiotaxis,
apoptosis y migracién de diversos tipos celulares en diferentes tejidos y drganos. Recientemente,
alteraciones en los componentes de su via de sefializacidn se han asociado el proceso de carcinogénesis
22, Numerosos estudios principalmente en tumores sélidos, aunque también en algunas neoplasias
hematoldgicas, han puesto de manifiesto los efectos pro y anti-tumorales de los BMPs, reflejo de la
complejidad de su via de sefializacidn, siendo, ademds, dependientes del tipo de tumor, el estadio, la

recurrencia y del microambiente tumoral?®. Estos trabajos apuntan a los componentes de la via de
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sefializacién y al estado de la misma como posibles indicadores de posteriores complicaciones en la

enfermedad, sirviendo en algunos casos como potenciales dianas terapéuticas.

OBIJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo son:
1. Estudiar la localizacidn de las células leucémicas en el SNC en un modelo animal de LLA

2. Evaluar los cambios histoldgicos y funcionales en el SNC como consecuencia de la infiltracion

leucémica abordando sus efectos en la neurogénesis
3. Analizar el plexo coroideo como nicho para células leucémicas
4. Evaluar la relevancia de BMP4 y su via de sefializacion en la infiltracidn leucémica

5. Validar prospectivamente el valor prondstico de BMP4 y el estado de la via candnica de

sefalizacidon de BMP4 en los blastos leucémicos en nifios diagnosticados de LLA

MATERIAL Y METODOS

Muestras primarias procedentes del aspirado de médula ésea de pacientes pediatricos diagnosticados de
LLA en tres centros diferentes fueron proporcionadas por el Hospital Universitario Nifo Jesus de Madrid
con la participacion del Grupo de Estudios Bioldgicos de la LLA infantil que agrupa a todos los laboratorios
espafioles dedicados al diagndstico y seguimiento de esta enfermedad. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Nifio Jests de Madrid y, en todos los casos se obtuvo el consentimiento

informado previo de padres o tutores.

Para el establecimiento del modelo xenogénico de LLA, algunas de estas muestras, junto con la linea
celular Nalm6, modificada o no para sobreexpresar BMP4 (Nalm6-BMP4), fueron transplantadas en
ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-Prkdc = [L2rg t™Wi! /Sz)). En este modelo se llevaron a cabo los
test comportamentales y se analizé mediante técnicas histoldgicas (tinciones convencionales, microscopia
de fluorescencia y electrénica) la distribucion de las células leucémicas en el cerebro de estos animales y
los cambios histolégicos derivados de la infiltracidn. La infiltracion de células tumorales en érganos diana
(cerebro, médula ésea, bazo y sangre) se cuantific6 mediante citometria de flujo. Ademas, estos animales
fueron sometidos a pruebas de resonancia magnética con un agente de contraste basado en gadolinio

(IRM-Gd) para el andlisis de la integridad de las barreras cerebrales.

El analisis del papel de BMP4 en el establecimiento y desarrollo de la enfermedad se realizé mediante la

administracion del inhibidor de la via candnica de sefializacién BMP, DMH1, a través de diferentes vias:
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subcutdnea, mediante la implantacion de dispositivos que permitian su liberacion diaria; e intra-

cerebroventricular, mediante inyeccion en el ventriculo lateral.

Células primarias humanas aisladas del SNC, células madre neurales obtenidas de la zona subventricular
(SVZ) de ratones C57/BL6, asi como lineas leucémicas establecidas se utilizaron para el establecimiento
de co-cultivos y en los ensayos de autorrenovacion, proliferacidn, viabilidad y migracion. La expresién de
diferentes moléculas fue analizada por citometria de flujo y/o PCR cuantitativa y la cuantificacion de
factores solubles en estos cultivos, asi como en el suero sanguineo de los animales se realizé mediante

ELISA o a través del sistema Cytometric Bead Array Flex Set.

A los cultivos y co-cultivos celulares se les adicionaron los siguientes tratamientos: BMP4 recombinante
humano (0,01, 0,1, 1, 10 0 100ng/ml); DMH1 (10Mm); metotrexato, (0.01, 0.1, 1 uM); citarabina 0.01, 0.1,
1 uM); TNF-a (10ng/ml), anticuerpo bloqueante, anti-VLA-4 (10ug/0,5x10%células); DAPT, inhibidor de la

y-secretasa (50uM).

Finalmente, los resultados fueron analizados con el software GraphPad Prism 8.0 utilizando diferentes
pruebas estadisticas en funcion de la distribucidn de los datos. Las curvas de supervivencia y de recaidas
se calcularon segun el modelo de Kaplan Meier. Los niveles de significacion considerados fueron los

siguientes: *p <£0,05; ** p<0,1; *** p <0,001.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados derivados del estudio de la infiltracion en el SNC en un modelo xenogénico de LLA que
recrea la histopatologia de la enfermedad descrita por Price et al. a partir de autopsias realizadas a
pacientes pediatricos de LLAS, evidencian que los acumulos de células leucémicas en el espacio
subaracnoideo se localizan, fundamentalmente, en zonas que corresponden con las cisternas y principales
cisuras cerebrales en las que la velocidad de LCR seria menor, como se ha descrito en metastasis de otros
tumores sélidos?. Las células que forman estos agregados en contacto con la piamadre presentan ademas
una reducida tasa proliferativa, confirmando la proteccién inducida por las células leptomeningeas a la
que apuntaban otros autores a partir de estudios in vitro ?° y en consonancia con datos previos que indican

una mayor quiescencia de las células que infiltran el SNC frente a células aisladas de periferia 2.

El estudio histolégico de las secciones de cerebro de los animales que desarrollaban la enfermedad ha
puesto de manifiesto el incremento del nimero y calibre de los vasos sanguineos en el parénquima
nervioso no descrito hasta el momento pero similar a lo que ocurre en médula dsea 2. También indica
que tanto la microglia como los astrocitos responden a la metastasis leptomeningea. Esta respuesta
podria contribuir a la induccién del ambiente inflamatorio en el SNC que, como apuntan nuestros datos,
es caracteristico en estos animales, del mismo modo que se ha descrito un incremento de factores pro-

inflamatorios en el LCR de los pacientes con peor prondstico 2 28, Ademas, este ambiente puede ser
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responsable del dafio tisular observado y fundamental en la rotura de la barrera glial-pial demostrada por
microscopia de fluorescencia y por IRM-Gd, dando paso a la colonizacién del parénquima nervioso por las

células tumorales, constituyendo asi una de las rutas de entrada.

Aunque en menor medida que en el espacio subaracnoideo, encontramos también pequeiios grupos de
células en distintas localizaciones del parénquima nervioso, entre ellas zonas profundas de la corteza
cerebral las cuales, ademas, sobreviven a los efectos de los quimioterdpicos en animales tratados
pudiendo ser responsables de posteriores recaidas. En este trabajo se demuestra también la presencia de
blastos leucémicos en el nicho neurogénico de la zona subventricular como habian hipotetizado
previamente otros autores 2°. Esta colonizacién induce el bloqueo de la diferenciacién de las NSCs
alterando el proceso de neurogénesis fundamental en la edad pediatrica de estos pacientes. Estos datos
sugieren que la infiltracidn leucémica en el SNC junto con la inflamacién podria contribuir al desarrollo de
los problemas neurocognitivos detectados en estos pacientes y atribuidos hasta ahora a los efectos

secundarios de la terapia intratecal (TIT)30 32,

Nuestros resultados también ponen de manifiesto la presencia de células leucémicas en los ventriculos
laterales, tanto en la luz de este, interaccionando, a veces, con el epitelio del plexo coroideo como en el
estroma del mismo. La localizacidn de células tumorales en el espacio perivascular de los vasos presentes
en este estroma sugiere ademas, la llegada de células desde el torrente circulatorio hasta el estroma del
plexo coroideo a través de los endotelios fenestrados caracteristicos en esta localizacién, tal y como
habian sugerido otros autores'®. Esta llegada podria estar facilitada, segtn lo descrito en pacientes con
esclerosis multiple®?, por la induccién de cambios fenotipicos en las células endoteliales del plexo
coroideo, ya que estas células incrementan en la expresién de factores pro- inflamatorios, moléculas de
adhesién y metaloproteasas, al mismo tiempo que regulan negativamente la expresion las moléculas que

forman las uniones adherentes entre células.

La llegada de células a un compartimento que presenta las caracteristicas adecuadas para albergar células

del linaje hematopoyético3® 34

sugiere que este podria presentar un microambiente favorable para el
mantenimiento de células leucémicas, una cuestidon que hasta el momento no ha sido abordada en la
literatura. En este sentido, nuestros resultados revelan el establecimiento de un estrecho contacto entre
las células leucémicas y los fibroblastos presentes en el estroma del plexo coroideo, observandose una
regulacion positiva de las integrinas VLA-4 y LFA-1 en las primeras, que correlaciona con un incremento
de sus ligandos, VCAM-1 e ICAM-1 en los segundos. Esta interaccidon induce cambios relevantes en ambos
tipos celulares. Por un lado, las células tumorales, productoras de elevadas cantidades de TGF-B, provocan
un incremento en la expresién de algunos de los marcadores descritos en los fibroblastos asociados a
tumor en tumores sélidos3®, como alfa-actina de musculo liso (a-SMA), vimentina o el receptor para el

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRp), asi como una regulacion positiva del ligando de la

via de sefializacion Notch, JAGGED-1, e inducen, de forma similar a lo descrito en las células
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mesenquimales derivadas de médula ésea de pacientes con LLA 3, la produccién de factores pro-
inflamatorios. Por otra parte, los fibroblastos promueven una reduccién significativa de la tasa
proliferativa de las células leucémicas e inducen quimorresistencia a los farmacos convencionales
utilizados en la TIT (metotrexato y citarabina) a través, al menos en parte, de las interacciones VCAM-1-
VLA-4, como han demostrado otros grupos en el desarrollo de una menor sensibilidad frente a estos
farmacos en las células leucémicas localizadas en médula ésea 37. Ademds, en consonancia con lo descrito
por Kamga et al.%, |a sefializacién Notch también parece estar implicada en la adquisicion de la resistencia
exhibida por las células leucémicas, pues la inhibicién de esta via de sefalizacidn, asi como el bloqueo de

VLA-4 revierte parcialmente los efectos protectores.

En cuanto al papel de BMP4 en el desarrollo y establecimiento de la LLA, los resultados obtenidos en este
trabajo a partir del modelo xenogénico de LLA indican que una elevada expresion de BMP4 favorece la
capacidad de injerto, incrementa la agresividad de las células tumorales y promueve la infiltracidn en el
SNC, identificandose efectos tanto autocrinos como paracrinos de esta proteina. Asi, observamos una
reduccién de la tasa proliferativa como consecuencia de los elevados niveles de BMP4 en las células
leucémicas Nalm6 que conduce a un incremento de la quimiorresistencia, de forma similar a lo descrito
por otros autores en leucemias mieloides 3°. Ademas, estas células exhiben un fenotipo mas invasivo, con
un incremento en la expresidn de las moléculas de adhesidn LFA-1y VLA-4, asi como de la metaloproteasa
ADAM10, asociadas a la mayor supervivencia y migracion de las células, a la infiltracién en SNCy a un mal

prondstico 134041,

Por otra parte, los efectos de BMP4 sobre el microambiente se deben, fundamentalmente, al papel
inductor de procesos inflamatorios ampliamente demostrado en otros sistemas “>#%. La mayor respuesta
inflamatoria se refleja en el incremento de los niveles séricos de IL-6 y en el agravamiento de la
sintomatologia clinica en estos animales debido, presumiblemente, a un incremento de la inflamacién en
los acumulos leucémicos formados en las raices nerviosas. En cuanto al SNC, como ocurre en otros
modelos *°, los elevados niveles de BMP4 incrementan la respuesta inflamatoria observada en los
animales como consecuencia de la infiltraciéon leucémica, pues se observa una respuesta astroglial
exacerbada en el cerebro de los animales trasplantados con las células Nalm6-BMP4. Ademds, nuestros
datos ponen de manifiesto las modificaciones producidas en las barreras cerebrales, pues BMP4 induce
la adquisicidn de un fenotipo pro-inflamatorio en las células endoteliales de la vasculatura cerebral, asi
como cambios en la poblacion de atrocitos y, en consecuencia, de la limitante glial astrocitaria. Estas
alteraciones conducen a un incremento de la permeabilidad de las barreras que facilita la entrada de

células leucémicas.

Los efectos observados en el desarrollo de la LLA no parecen estar mediados por la via de sefializacidon
candnica de BMP, pues con el bloqueo de la misma los efectos observados afectan principalmente al SNC.

Sin embargo, puesto que recientemente se ha demostrado la baja capacidad de distribucién del inhibidor
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utilizado (DMH1) y su rapida inactivacion al unirse a proteinas plasmaticas no podemos descartar que la

ausencia de efecto no sea debido a las propiedades farmacocinéticas del farmaco.

Finalmente, el analisis de la expresidn de los componentes de la via de sefalizacion BMP a partir de
muestras primarias de una cohorte de 174 pacientes indica que, en los pacientes incluidos en el grupo de
riesgo no alto, la inhibicidn de la via candnica de sefializacion BMP en el momento del diagndstico se

correlaciona con un mal pronéstico, asociandose con posteriores recaidas.

CONCLUSIONES

1. Coincidiendo con las principales cisuras y cisternas cerebrales, un importante porcentaje de las
células leucémicas presentes en el espacio subaracnoideo forman agregados complejos con las

células leptomeningeas.

2. Lainfiltracién leucémica en el SNC provoca la rotura de la barrera glial pial con la consiguiente

invasion del parénquima nervioso.

3. Las células leucémicas que penetran el parénquima nervioso son resistentes a la quimioterapia,

provocan una respuesta infamatoria, dafio tisular y alteraciones comportamentales.

4. Las células leucémicas alcanzan el nicho neurogénico de la SVZ induciendo una respuesta

inflamatoria y la inhibicién de la neurogénesis.

5. Las células leucémicas invaden el estroma del plexo coroideo, induciendo un fenotipo pro-

tumorogénico en los fibroblastos residentes.

6. La interaccion célula leucémica -fibroblasto provoca en las primeras la pérdida de expresidn de
CD19, la reduccion de la tasa proliferativa y, en consecuencia, la resistencia a los agentes

quimioterapicos. La sefializacidn a través de VLA-4 y Notch media estos efectos.

7. Elevados niveles de expresidon de BMP4 favorece el desarrollo de la LLA en el modelo xenogénico,
induciendo un fenotipo mds agresivo. Por otra parte, la sefializacién candnica de BMP esta

implicada en la infiltracién en el SNC.

8. La expresion reducida de las BR-smads y/o el incremento de las smad inhibidoras en blastos de
pacientes analizados en el momento del diagndstico se asocian con un peor prondstico. Ademas,
la incidencia acumulada de recaidas tiende a ser superior en los pacientes que, al diagndstico,

presentan blastos con elevados niveles de expresion de BMP4 y bajos de SMAD1.



Resumen

BIBLIOGRAFIA

1. Pui CH, Robison LL, Look AT. Acute lymphoblastic leukaemia. Lancet. 2008;371(9617):1030-43.
2. Mullighan CG. Genomic characterization of childhood acute lymphoblastic leukemia. Semin
Hematol. 2013;50(4):314-24.

3. Tratamiento de la Leucemia Aguda Linfoblastica de Nuevo Diagndstico. Recomendaciones
terapéuticas LAL/SEHOP-PETHEMA 2013.

4. Pui CH, Thiel E. Central nervous system disease in hematologic malignancies: historical
perspective and practical applications. Semin Oncol. 2009;36(4 ):S2-S16.

5. Price RA, Johnson WW. The central nervous system in childhood leukemia. I. The arachnoid.
Cancer. 1973;31(3):520-33.

6. Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2018. CA Cancer J Clin. 2018;68(1):7-30.

7. Bhojwani D, Pui CH. Relapsed childhood acute lymphoblastic leukaemia. Lancet Oncol.
2013;14(6):e205-17.

8. Saunders NR, Habgood MD, Mollgard K, Dziegielewska KM. The biological significance of brain
barrier mechanisms: help or hindrance in drug delivery to the central nervous system? F1000Res. 2016;5.
9. Ghersi-Egea JF, Strazielle N, Catala M, Silva-Vargas V, Doetsch F, Engelhardt B. Molecular

anatomy and functions of the choroidal blood-cerebrospinal fluid barrier in health and disease. Acta
Neuropathol. 2018;135(3):337-61.

10. Engelhardt B, Coisne C. Fluids and barriers of the CNS establish immune privilege by confining
immune surveillance to a two-walled castle moat surrounding the CNS castle. Fluids and barriers of the
CNS. 2011;8(1):4.

11. Ginsberg LE, Leeds NE. Neuroradiology of leukemia. AJR Am J Roentgenol. 1995;165(3):525-34.
12. Williams MT, Yousafzai YM, Elder A, Rehe K, Bomken S, Frishman-Levy L, et al. The ability to cross
the blood-cerebrospinal fluid barrier is a generic property of acute lymphoblastic leukemia blasts. Blood.
2016;127(16):1998-2006.

13. Holland M, Castro FV, Alexander S, Smith D, Liu J, Walker M, et al. RAC2, AEP, and ICAM1
expression are associated with CNS disease in a mouse model of pre-B childhood acute lymphoblastic
leukemia. Blood. 2011;118(3):638-49.

14. Yao H, Price TT, Cantelli G, Ngo B, Warner MJ, Olivere L, et al. Leukaemia hijacks a neural
mechanism to invade the central nervous system. Nature. 2018;560(7716):55-60.
15. Akers SM, O'Leary HA, Minnear FL, Craig MD, Vos JA, Coad JE, et al. VE-cadherin and PECAM-1

enhance ALL migration across brain microvascular endothelial cell monolayers. Exp Hematol.
2010;38(9):733-43.

16. Feng S, Cen J, Huang Y, Shen H, Yao L, Wang Y, et al. Matrix metalloproteinase-2 and -9 secreted
by leukemic cells increase the permeability of blood-brain barrier by disrupting tight junction proteins.
PLoS One. 2011;6(8):e20599.

17. Gossai NP, Gordon PM. The Role of the Central Nervous System Microenvironment in Pediatric
Acute Lymphoblastic Leukemia. Front Pediatr. 2017;5:90.

18. Frishman-Levy L, lzraeli S. Advances in understanding the pathogenesis of CNS acute
lymphoblastic leukaemia and potential for therapy. Br J Haematol. 2017;176(2):157-67.

19. Gaynes JS, Jonart LM, Zamora EA, Naumann JA, Gossai NP, Gordon PM. The central nervous
system microenvironment influences the leukemia transcriptome and enhances leukemia chemo-
resistance. Haematologica. 2017;102(4):e136-e9.

20. Kato |, Nishinaka Y, Nakamura M, Akarca AU, Niwa A, Ozawa H, et al. Hypoxic adaptation of
leukemic cells infiltrating the CNS affords a therapeutic strategy targeting VEGFA. Blood.
2017;129(23):3126-9.

21. Yadin D, Knaus P, Mueller TD. Structural insights into BMP receptors: Specificity, activation and
inhibition. Cytokine Growth Factor Rev. 2016;27:13-34.

22. Ning J, Zhao Y, Ye Y, Yu J. Opposing roles and potential antagonistic mechanism between TGF-
beta and BMP pathways: Implications for cancer progression. EBioMedicine. 2019;41:702-10.

23. Zhang L, Ye Y, Long X, Xiao P, Ren X, Yu J. BMP signaling and its paradoxical effects in
tumorigenesis and dissemination. Oncotarget. 2016;7(47):78206-18.

10



Resumen

24, Weller RO, Sharp MM, Christodoulides M, Carare RO, Mollgard K. The meninges as barriers and
facilitators for the movement of fluid, cells and pathogens related to the rodent and human CNS. Acta
Neuropathol. 2018;135(3):363-85.

25. Akers SM, Rellick SL, Fortney JE, Gibson LF. Cellular elements of the subarachnoid space promote
ALL survival during chemotherapy. Leuk Res. 2011;35(6):705-11.

26. Trujillo A, McGee C, Cogle CR. Angiogenesis in acute myeloid leukemia and opportunities for
novel therapies. J Oncol. 2012;2012:128608.

27. Eisenkraft A, Keidan I, Bielorai B, Keller N, Toren A, Paret G. MCP-1 in the cerebrospinal fluid of
children with acute lymphoblastic leukemia. Leuk Res. 2006;30(10):1259-61.

28. Jaime-Perez JC, Gamboa-Alonso CM, Jimenez-Castillo RA, Lopez-Silva LJ, Pinzon-Uresti MA,

Gomez-De Leon A, et al. TNF-alpha increases in the CSF of children with acute lymphoblastic leukemia
before CNS relapse. Blood Cells Mol Dis. 2017;63:27-31.

29. Heidari N, Saki N, De Filippis L, Shahjahani M, Teimouri A, Ahmadzadeh A. Central nervous system
niche involvement in the leukemia. Clin Transl Oncol. 2016;18(3):240-50.
30. Krull KR, Brinkman TM, Li C, Armstrong GT, Ness KK, Srivastava DK, et al. Neurocognitive

outcomes decades after treatment for childhood acute lymphoblastic leukemia: a report from the St Jude
lifetime cohort study. J Clin Oncol. 2013;31(35):4407-15.

31. Hearps S, Seal M, Anderson V, McCarthy M, Connellan M, Downie P, et al. The relationship
between cognitive and neuroimaging outcomes in children treated for acute lymphoblastic leukemia with
chemotherapy only: A systematic review. Pediatr Blood Cancer. 2017;64(2):225-33.

32. Vercellino M, Votta B, Condello C, Piacentino C, Romagnolo A, Merola A, et al. Involvement of
the choroid plexus in multiple sclerosis autoimmune inflammation: a neuropathological study. J
Neuroimmunol. 2008;199(1-2):133-41.

33. Hasegawa-Ishii S, Shimada A, Inaba M, Li M, Shi M, Kawamura N, et al. Selective localization of
bone marrow-derived ramified cells in the brain adjacent to the attachments of choroid plexus. Brain
Behav Immun. 2013;29:82-97.

34, Nataf S, Strazielle N, Hatterer E, Mouchiroud G, Belin MF, Ghersi-Egea JF. Rat choroid plexuses
contain myeloid progenitors capable of differentiation toward macrophage or dendritic cell phenotypes.
Glia. 2006;54(3):160-71.

35. LeBleu VS, Kalluri R. A peek into cancer-associated fibroblasts: origins, functions and translational
impact. Dis Model Mech. 2018;11(4).
36. Entrena A, Varas A, Vazquez M, Melen GJ, Fernandez-Sevilla LM, Garcia-Castro J, et al.

Mesenchymal stem cells derived from low risk acute lymphoblastic leukemia patients promote NK cell
antitumor activity. Cancer Lett. 2015;363(2):156-65.

37. Jacamo R, Chen Y, Wang Z, Ma W, Zhang M, Spaeth EL, et al. Reciprocal leukemia-stroma VCAM-
1/VLA-4-dependent activation of NF-kappaB mediates chemoresistance. Blood. 2014;123(17):2691-702.
38. Takam Kamga P, Dal Collo G, Midolo M, Adamo A, Delfino P, Mercuri A, et al. Inhibition of Notch

Signaling Enhances Chemosensitivity in B-cell Precursor Acute Lymphoblastic Leukemia. Cancer Res.
2019;79(3):639-49.

39. Zhao X, Liu J, Peng M, Liu J, Chen F. BMP4 is involved in the chemoresistance of myeloid leukemia
cells through regulating autophagy-apoptosis balance. Cancer Invest. 2013;31(8):555-62.
40. Shalapour S, Hof J, Kirschner-Schwabe R, Bastian L, Eckert C, Prada J, et al. High VLA-4 expression

is associated with adverse outcome and distinct gene expression changes in childhood B-cell precursor
acute lymphoblastic leukemia at first relapse. Haematologica. 2011;96(11):1627-35.

41. Caltabiano R, Puzzo L, Barresi V, leni A, Loreto C, Musumeci G, et al. ADAM 10 expression in
primary uveal melanoma as prognostic factor for risk of metastasis. Pathol Res Pract. 2016;212(11):980-
7.

42. Eixarch H, Calvo-Barreiro L, Montalban X, Espejo C. Bone morphogenetic proteins in multiple
sclerosis: Role in neuroinflammation. Brain Behav Immun. 2018;68:1-10.

43. Wu DH, Hatzopoulos AK. Bone morphogenetic protein signaling in inflammation. Exp Biol Med
(Maywood). 2019;244(2):147-56.

44, Helbing T, Arnold L, Wiltgen G, Hirschbihl E, Gabelmann V, Hornstein A, et al. Endothelial BMP4
Regulates Leukocyte Diapedesis and Promotes Inflammation. Inflammation. 2017;40(6):1862-74.

11



Resumen

45, Shijo T, Warita H, Suzuki N, Ikeda K, Mitsuzawa S, Akiyama T, et al. Antagonizing bone
morphogenetic protein 4 attenuates disease progression in a rat model of amyotrophic lateral sclerosis.
Exp Neurol. 2018;307:164-79.

12



SUMMARY






Summary

ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA: CENTRAL NERVOUS SYSTEM
INFILTRATION AND ROLE OF BMP4

INTRODUCTION

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood malignancy. It is thought to originate
from genetic alterations that disrupt lymphoid differentiation and proliferation ability in hematopoietic
cells. This disease is defined by an accumulation of tumour cells in the bone marrow and the later
extramedullar expansion. Improved treatment strategies, mainly due to patients stratification into risk-
adapted groups and prophylactic central nervous system (CNS) directed therapy, has led to an increase of
survival rates to more than 80% 2. Therefore, only those children included in high-risk group receive the
most intensive treatments, thus reducing treatment-related adverse side-effects 3. On the other hand,
the efficacy of CNS prophylaxis shows that CNS is already colonized by leukemic cells at diagnosis, even if
presence of tumour cells in cerebrospinal fluid (CSF) is undetectable by using current diagnostic methods
4. In fact, studies from autopsies of children who died from ALL performed by Price et al. revealed that
around 50-60% of patients had CNS involvement®. Furthermore, while survival rates have notably raised,
15-20% of ALL diagnosed children, mainly included in non-high risk groups, still relapse into bone marrow
and/or other extramedullary locations. CNS relapses remains a major cause of morbidity and mortality in
these children &7 . The main challenges of the disease are the correct identification of all cases and the
understanding of the mechanisms by which leukemia cells penetrate and survive in the nervous tissue,

thus favouring later relapses.

The entry pathways and mechanisms by which tumour cells invade the CNS have not yet been fully
described. However, the movement of cells and molecules between CNS and the periphery is strictly
regulated by three brain barriers: 1) the blood brain barrier , 2) the blood-CSF barrier and 3) the glial pial
membrane; what means that altered properties of these barriers are crucial for leukemic CNS infiltration
810  CNS involvement in ALL has been described primarily as a meningeal disease, but brain parenchyma
invasion by leukemic cells has been associated to advanced stages of the disease 1. To date, although CNS
colonization has been scarcely studied, various entry routes has been proposed. Price et al. suggested
that cells could enter in the CNS by migrating though the dural venous endothelium?®. Other authors,
however, propose the fenestrated endothelium of choroid plexus as a potential gate towards the CSF*
13, Alternatively, Yao et al. have pointed out that leukemic cells may spread directly from the bone marrow
of the skull into the meninges via the bridging veins *. In these sense, several factors and signaling
pathways have also been associated with CNS infiltration. They include adhesion molecules (VE-cadherin,
ICAM-1, VLA-6)*1> and metaloproteases (MMP2, MMP9). In addition, changes in the expression of

several genes such as IL-15, IL-7R, CXCR3, CXCR4 y CCR7 in leukemic cells, as well as alterations in the
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composition of CSF (increase of VEGFA, CXCL10 or pro-inflammatory factors) have been proposed as

markers for patients with a higher likelihood of CNS involvement or relapses in this location” 8,

Beyond the CNS entry mechanisms used by leukemic blasts, whose clinical value may be limited if, as
some studies indicate, more than 40% of patients already have CNS involvement at diagnosis, it is essential
to identify which are the cell- cell interactions established in the CNS and the microenvironmental factors
responsible for the maintenance and survival of leukemia cells protected from chemotherapy. In this
context, it has been found that leukemic cells co-cultured with CNS-derived cells exhibited enhanced
chemoresistance 2°. Others have performed a comparative analysis between isolated cells from brain and
bone marrow indicating that blasts obtained from CNS are more quiescent, consume less oxygen, and
have greater glycolytic activity. These features improve survival in CNS microenvironment resulting in

later relapses 120,

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are members of a growth factors family that belongs to the
transforming growth factor B (TGF-B) superfamily. BMP ligands bind to type | (BMPRIA, BMPRIB and
ActRIA) and type Il (BMPRII, ActRIIA and ActRIIB) receptors. Upon binding, type Il receptors, which have
constitutive kinase activity, phosphorylate type | receptor. Then, BMP-receptor regulated Smads, BR-
Smads (SMAD1/5/8) are activated. They bind to the common mediating smad (SMAD4) forming
complexes which then translocate into the nucleus to regulate target genes expression. Alternatively, to
this canonical pathway, BMPs activate non-smad signaling pathways including kinase proteins (p38, JNK
and ERK) or GTPases (Rho, rac). BMP signaling is strictly regulated at multiple levels including inhibitory

smads (SMAD6, SMAD?7), antagonists (Noggin, Chordin, Gremlin) co-receptors and co-repressors?*.

In terms of function, BMPs are multifunctional proteins involved in both embryonic development and
regulation of cellular processes such as proliferation, survival, differentiation, chemotaxis, apoptosis and
migration of different cell types from different tissues and organs. Recently, alterations in this signaling
pathway has been linked to carcinogenesis 22. Multiple studies, mainly in solid tumours but also in some
hematological malignancies, have reported the pro- and anti- tumour effects of BMPs. The dual role
showed by these components reflects the complexity of the pathway and the variable effects depending
on the type of tumour, stage, recurrence and tumour microenvironment 23, These studies highlight the
contribution of ligands, receptors and interacting molecules and BMP signaling pathway status as
indicators of disease complications. They have also been proposed as potential therapeutic targets in

some cases.
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OBJECTIVES
The aims of the present work are:

1. To study the location of leukemic cells in the CNS by using a xenograft model of ALL.

2. To analyse the CNS hystological and functional changes derived from leukemic infiltration
while also considering its impact in neurogenesis.

3. To study the choroid plexus as a niche for leukemic cells.

4. To evaluate the biological relevance of BMP4 and its signaling pathway in leukemic
infiltration.

5. To prospectively validate the prognostic value of BMP4 and the BMP canonical signaling

status in samples from ALL diagnosed children.

RESULTS AND DISCUSSION

Results derived from ALL xenograft model, which recreates the histopathology of the disease described
from autopsies of children who died from ALL by Price et al 5, reveal the presence of leukemic cells
aggregates in the subarachnoid space. They are mainly located in areas where cerebral cisterns and
fissures are placed and where the CSF flow rate may be consequently decreased, as it has been already
described in CNS metastasis of some other solid tumours %% In these clusters, those leukemic cells which
are in contact with the piamater showed a reduced proliferation rate. This result confirms leptomeningeal
induced protection of leukemic cells suggested by other authors from in vitro co-cultures? and is in line
with previous data indicating that CNS infiltrating cells exhibit more quiescence than those isolated from

peripheral organs .

Brain histological study of mice brain cryosections showed an increased development of brain vasculature
in mice with ALL, which has not been previously reported although similar results have been described in
bone marrow %8, This analysis also revealed that both microglia cells and astrocytes respond to leukemic
leptomeningeal metastasis. This response could contribute to the pro-inflammatory microenvironment
we have observed in these animals in a similar way that pro-inflammatory factors are increased in CSF of
ALL patients with poor prognosis 2728, Also, inflammatory response may result in tissue damage and glial
pial membrane alterations revealed by fluorescence microscopy and MRI-Gd, thus favouring CNS
colonization by leukemic cells. Therefore, glial-pial membrane could be at least one of the entry routes

used by these cells.

We also found, although to a lesser extent, small groups of cells in different locations of brain parenchyma,
including deep layers of cerebral cortex. There, tumour cells seem to be able to evade chemotherapy
effects leading to subsequent relapses. In the present work we show the presence of leukemic blasts in

the subventricular zone neurogenic niche in agreement with the previous hypothesis proposed by other
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authors 2 . Leukemic colonization of this niche induce an impairment of neural stem cells differentiation,
thus altering normal neurogenesis. These data suggest that leukemic CNS infiltration along with the
inflammation could contribute to the development of neurocognitive problems reported in these

patients. These complications have been attributed so far to intrathecal chemotherapy3® 3L,

In addition, our results revealed the presence of leukemic cells in the lateral ventricle, both floating in the
CSF, but also interacting with the choroid plexus epithelium and within the choroid plexus stroma of those
animals with CNS infiltration. The proximity of ALL cells to choroid plexus capillaries suggests they may
easily enter through this fenestrated endothelium, in agreement with other authors!4. As it has been
previously showed in multiple sclerosis patients3?, induction of phenotypical changes could favour the
entrance. In fact, leukemic cells induce an upregulation of pro-inflammatory factors, adhesion molecules
and metaloproteases in these endothelial cells. Furthermore, these cells downregulate adherens

junctions.

The fact that hematopoietic lineage cells are maintained in the choroid plexus stroma suggests this
compartment could have the appropriate microenvironment to harbour leukemic cells33 34, In this sense,
our results indicated that a strong adhesion was established between ALL cells and human choroid plexus
fibroblasts. The adhesion molecules VLA-4 and LFA-1, and their ligands VCAM1 and ICAM1 were
upregulated in leukaemic cells and fibroblasts, respectively, when co-cultured. These cell interactions
induced relevant changes in both cell types. On one hand, TGF- producing leukemic cells induced an
upregulation of different cancer associated fibroblasts markers3 such as vimentin, a-smooth muscle actin
(a-SMA) and platelet derived growth factor receptor (PDGFR[). Other upregulated genes were VEGFA and
the Notch signalling ligand, JAGGED1. In a similar way to ALL patients-derived mesenchymal stem cells
from bone marrow 3¢, fibroblasts increased pro-inflammatory factors production in presence of tumour
cells. On the other hand, choroid plexus fibroblasts induced a consistent reduction of proliferation and,
therefore, resistance to chemotherapeutic agents (metothrexate and citarabine) on leukemic cells. These
effects are at least partially mediated by VCAM1-VLA-4 interactions, a mechanism of chemoresistance
already proposed by others in bone marrow resident leukemic cells 3. In agreement with Kamga et al.3¢,
Notch signaling has also a role in development of leukemia chemoresistance. The inhibition of this

signaling pathway as well as the blockade of VCAM1-VLA-4 interactions impaired these protective effects.

Regarding the role of BMP4 in ALL establishment and development, our data from the xenograft model
indicate that high expression of BMP4 promotes leukemic cells engraftment, increases tumour cells
aggressiveness and has a role in CNS infiltration through both autocrine and paracrine BMP4 effects. Thus,
we found reduced proliferation rates in Nalmé6 cells as a consequence of the high levels of BMP4 leading
to an increased resistance to chemotherapeutics, as shown in myeloid leukemias®?. In addition, these cells

exhibited a more invasive phenotype, an upregulation of the adhesion molecules LFA-1 and VLA-4, as well
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as ADAM10 metalloprotease. These changes are associated with increased cell survival and migration,

with CNS infiltration and with poor prognosist® 4041,

BMP4 is a key mediator of inflammatory conditions in different systems*#. In ALL context, paracrine
effects were mainly produced by the BMP4-induced systemic inflammatory response leading to an
increase in IL-6 serum levels and the aggravation of clinical symptoms. These findings could be attributed
to the inflammatory response and the leukemic clusters formed in nerve roots. Also, in a similar way to
what has been previously described in different models *°, we have found that high BMP4 levels in CNS
resulted from leukemic infiltration induced an inflammatory response as was evidenced by an
exacerbated astroglial response in brain sections of mice transplanted with Nalm6-BMP4 cells.
Furthermore, our data indicated that brain barriers were altered. BMP4 induced a pro-inflammatory
phenotype in brain microendothelial cells and astrocytes. These cell types have a key role in blood brain
barrier and glial pial membrane integrity, what means that those alterations increase barrier permeability

and favours leukemic cell entry.

The blockade of BMP canonical signaling pathway showed a significant reduction of leukemic CNS
infiltration, however, no effect was observed in peripheral organs. These data indicate ALL development
does not appear to be mediated by BMP canonical signaling pathway. A recent report showed that DMH1,
the inhibitor used in this work has low distribution capacity and it is rapidly inactivated by binding to
plasma proteins*®, so the drug pharmacokinetics cannot be excluded as responsible of the absence of

effect.

Finally, the analysis of BMP signaling pathway components expression in primary samples from a cohort
of 174 patients indicated that in those patients included in non-high risk groups BMP canonical signaling

inhibition at diagnosis correlates with poor prognosis and it is associated with relapses

MATERIAL AND METHODS

Primary bone marrow samples of newly diagnosed ALL paediatric patients in three different hospitals
were provided by Hospital Universitario Nifio Jesus of Madrid with the participation of the Biology Study
Group composed by all spanish research groups focused on the diagnosis and monitoring of ALL patients.
This study was approved by the Ethic Committee of Clinical Research at Hospital Universitario Nifio Jesus

and written informed consent was obtained from parents or tutors.

In order to establish a xenograft model of ALL, both human primary samples and Nalmé6 cells either
unmodified or overexpressing BMP4 were transplanted onto NSG (NOD.Cg-Prkdc <@ |L2rg t™Wil /Sz))
immunodeficient mice. These animals were subjected to several behavioural tests. Also, leukemic cells
distribution as well as histological changes derived from leukemic brain infiltration were analysed by using

different histological techniques (conventional staining methods, fluorescence and electron microscopy).
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Tumour cells infiltration in several organs (brain, bone marrow, spleen and blood) was quantified by flow
cytometry. Brain barriers integrity was also assessed by gadolinium-enhanced magnetic resonance

imaging (MRI-Gd).

The potential role of BMP4 in both bone marrow engraftment and development of disease was evaluated
by administrating a BMP canonical signaling inhibitor, DMH1, through different ways: subcutaneously
implanting infusion pumps for continuous dosing; and intracerebroventricularly via lateral ventricle

injection.

Primary human cells isolated from CNS, neural stem cells obtained from subventricular zone (SVZ) of
C57/BL6 mice, and leukemic cell lines were used for co-cultures establishment, self-renewal, proliferation,
viability and migration assays. Different molecules expression was analysed by flow cytometry and/or
quantitative PCR and soluble factors from cultures and mice sera were quantitated by ELISA or Cytometric

Bead Array Flex Set.

Cell cultures and co-cultures were treated with the following treatments: human recombinant BMP4
(0,01, 0,1, 1, 10 or 100 ng/ml); DMH1 (10Mm); metothrexate, (0.01, 0.1, 1 uM); citarabine 0.01, 0.1, 1
uM); TNF-a (10ng/ml), blocking antibody, anti-VLA-4 (10ug/0,5x10%células); DAPT, y-secretase inhibitor
(50uM).

Finally, GraphPad Prism 8.0 software was used to perform different statistical parametric and non-
parametric tests. Survival curves and cumulative incidence of relapses were analysed by using Kaplan

Meier method. The significance levels considered were: *p <0,05; ** p<0,1; *** p <0,001.

CONCLUSIONS

1. Leukemic cells together with leptomeningeal cells form complex aggregates in the subarachnoid

space mainly located in the main cerebral fissures and cisterns.

2. Leukemic infiltration induces glial-pial disruption leading to parenchymal invasion by tumour

cells

3. Brain tissue invading leukemic cells are chemoresistant. They induce an inflammatory response,

tissue damage and behavioural deficits.

4. ALL cells are able to reach SVZ neurogenic niche inducing an inflammatory response and

impairing neurogenesis.

5. Choroid plexus invasion by leukemic cells promotes a pro-tumorigenic phenotype in resident

fibroblasts.
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Leukemic cell-choroid plexus fibroblast interaction induces the loss of CD19 expression, a
reduction of proliferation rate, and chemotherapeutic drug resistance in tumour cells. Signaling

through both VLA-4 and Notch mediate this effect.

High BMP4 expression levels promote ALL development in the xenograft model by inducing a

more aggressive phenotype in tumour ALL cells.

The reduced BR-Smads expression and/or an increased inhibitory smads expression at diagnosis
are associated with poor prognosis. Furthermore, the cumulative incidence of relapses tends to
be higher in patients who showed high levels of BMP4 expression and low levels of SMAD1

expression at diagnosis.
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1. Leucemia linfoblastica aguda. Diagndstico y tratamiento

Las leucemias agudas son el tipo de neoplasias malignas mas frecuentes en la poblacién infantil
constituyendo alrededor de un 30% de los casos registrados. Entre ellas, el subtipo mds comun es la
leucémica linfoblastica aguda (LLA) que supone el 78,4% de los tumores hematoldgicos diagnosticados en
este grupo poblacional segun el ultimo Registro Espafiol de Tumores Infantiles (RETI-SEHOP) y constituye
la primera causa de muerte por enfermedad en la infancia. Con un pico maximo de incidencia entre 2-5
afos, las tasas de supervivencia de pacientes pediatricos han incrementado desde el 10% en los afios 60
hasta superar el 80% en la actualidad, debido, fundamentalmente, a la mejora de las estrategias

terapéuticas a lo largo de los ultimos anos.

La LLA se caracteriza por la presencia de una serie de alteraciones genéticas, entre ellas alteraciones
cromosémicas como hiperdiploidias, hipodiploidias y mutaciones somaticas o germinales en las células
hematopoyéticas mds o menos diferenciadas de la médula dsea que les confieren una capacidad de
autorrenovacion indefinida o les impiden continuar su proceso de diferenciacién celular, alterando asi el
desarrollo hematopoyético normal »*2. En el caso de las leucemias linfoblasticas tipo B, que afectan al 85%
de los pacientes pedidtricos con LLA, las alteraciones genéticas identificadas incluyen cambios numéricos
y estructurales (Figura 1) asi como mutaciones cooperativas*’. Entre estas Gltimas destacan mutaciones
en genes implicados en el desarrollo linfoide (/IKZF1, PAX5, EBF1), en la supresion de tumores
(CDKN2A/CDKN2B, PTEN y RB1), en la sefializacion a través de receptores de citoquinas y de tirosin
quinasas (ABL1, CSFIR, FLT3, NTRK3, PDGFRB), en la sefializacion RAS (NRAS, KRAS y PTPN11), en la
regulacion transcripcional (ETV6, ERG, TBLIXR1 y CREBBP), asi como en la modificacion epigenética
(CREBBP, EP300, SETD2 y NSD2)* #°. En los Ultimos afios, se ha puesto de manifiesto ademas la
contribucion de los cambios epigenéticos, fundamentalmente la metilacién del ADN, en el desarrollo de

la LLA,
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Los sintomas de la LLA son muy variados e inespecificos. La acumulacidn clonal de blastos leucémicos en

la médula dsea conduce a la supresién de la hematopoyesis, lo cual se manifiesta en forma de anemia,

27



Introduccion

neutropenia y trombocitopenia. Los pacientes suelen presentar también fiebre, dolores musculares y

6seos, dificultades respiratorias, fatiga, hepatomegalia, hematomas y hemorragias.

El diagndstico de la LLA se basa principalmente en la identificacion, a partir de un aspirado medular, de
blastos leucémicos presentes en la médula dsea. Aunque el diagnéstico incluye también un examen fisico
completo, analisis bioquimico de sangre y orina, asi como otras pruebas clinicas (radiografias, ecografias,
técnicas de resonancia magnética) es fundamental el analisis del aspirado de médula ésea y de una
muestra de sangre periférica para realizar el diagnéstico biolégico. Ademas, con el fin de evaluar la
presencia de células leucémicas y el grado de afectaciéon del Sistema Nervioso Central (SNC) en el

momento del diagndstico, se incluye una puncién lumbar.

La caracterizacion bioldgica implica en primer lugar la cuantificacion, mediante técnicas de microscopia
Optica y citometria de flujo, del nUmero de blastos presentes en las muestras obtenidas, asi como la
caracterizacion de los rasgos citoldgicos de éstos: el tamafio celular, los nucleolos, la morfologia nuclear
o el estado de la cromatina 3. Por otra parte, la expresion de ciertos marcadores de membrana permite
identificar el grado de diferenciacién de las células leucémicas: pro-B, B comun, pre-B y B maduras.
Finalmente, el analisis genético conduce a la identificacién de alteraciones genéticas, muchas de ellas
asociadas al prondstico de la enfermedad, como ocurre con el reordenamiento del gen MLL, asociado a
un mal prondstico, mientras que la translocacion t (12;21) (p13;q22) se asocia con un elevado porcentaje

de supervivencia.

A partir del estudio realizado en el momento del diagndstico, los pacientes son clasificados en tres grupos
que atienden al riesgo de recaida en la enfermedad. Esta estratificaciéon ha sido un factor clave en la
mejora de la tasa de supervivencia de los pacientes con LLA, pues permite administrar un tratamiento
mas adecuado a cada grupo de pacientes, asegurando un tratamiento mas intensivo al grupo catalogado
como de riesgo alto (RA) y reduciendo al maximo los efectos tdxicos innecesarios derivados del

tratamiento en aquellos pacientes incluidos en el grupo de riesgo estandar (RE) 2.

Los criterios utilizados para clasificar a los pacientes segin SEHOP-PETHEMA (Sociedad Espafiola de
Hematologia y Oncologia Pediatrica- Programa para el Estudio de la Terapéutica en Hemopatia Maligna)
son los siguientes: la edad del paciente, el nimero de leucocitos al diagndstico, el inmunofenotipo de las
células tumorales, la citogenética, la presencia o ausencia de infiltracién en el SNC y/o testiculos, la
respuesta al tratamiento y la enfermedad minima residual (EMR) en médula dsea al final de la primera
fase del tratamiento (Induccién). Esta ultima hace referencia a la deteccion de niveles residuales de
enfermedad en el aspirado de médula ésea cuando no hay evidencias morfoldgicas de ella gracias a la
utilizacién de una técnica mas sensible como la citometria de flujo o la PCR 3. La EMR es uno de los factores
prondstico mas importantes ya que permite identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de recaida,
pues la presencia de blastos leucémicos indica que estas células han conseguido resistir a la primera fase

de quimioterapia.
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La estratificacion de los pacientes en los distintos grupos de riesgo implica que aquellos incluidos en el
grupo de RE deben reunir todos y cada uno de los criterios establecidos para este grupo. Por su parte, el
cumplimiento de cualquiera de las caracteristicas que definen el grupo de RA supone la inclusidn del
paciente en el mismo. Aquellos que no cumplan ninguno de estos dos requisitos serdn incorporados en el
grupo de riesgo intermedio (RI) 3. De esta clasificacién dependerd, por tanto, la mayor o menor agresividad
del tratamiento, reservandose protocolos menos agresivos a los pacientes incluidos en el grupo de RE o

RI.

El tratamiento de la LLA consta de varias fases que varian en los farmacos utilizados y en las dosis de los
mismos entre los diferentes grupos de riesgo. La primera es la fase de induccion con la que se pretende
eliminar la mayor parte de la carga leucémica para restaurar asi la hematopoyesis. La segunda fase es la
de consolidacion, durante la cual se eliminan las células residuales y se sigue con una fase de reinduccion.
Finalmente, tiene lugar la fase de mantenimiento, con una duracion de dos afios. Ademas, todos los
grupos reciben la terapia intratecal triple (TIT), que combina metotrexato, hidrocortisona y citarabina

como estrategia profildctica para controlar la afectacién del SNC y reducir el riesgo de recaida*.

2. Recaida en la enfermedad. El Sistema Nervioso Central

A pesar de las tasas de supervivencia alcanzadas en los Ultimos afios debido la mejora de los tratamientos
y a la adaptacién de estos en funcidn de los grupos de riesgo, un 15-20% de los pacientes pediatricos

recaen tras haber alcanzado la remisién completa y su supervivencia es muy baja °.

Las recaidas pueden ocurrir en diferentes localizaciones, siendo la médula dsea la de peor prondstico. Por
otra parte, las recaidas extramedulares mas frecuentes afectan al SNC y a los testiculos, ambas muy
habituales en nifios, si bien también se han identificado recaidas en otros drganos. Ademas, las recaidas
pueden ser aisladas o combinadas 7. En el momento de la recaida, los pacientes se clasifican atendiendo
a los siguientes criterios: tiempo transcurrido desde el diagndstico, localizacidn anatédmica de la recaida e
inmunofenotipo de las células leucémicas. En funcidon de estos parametros se ajusta el tratamiento, lo que
conlleva una intensificacion de la quimioterapia acompafiada, en caso de un elevado riesgo de recaida o

de recaidas recurrentes, del trasplante hematopoyético 7 °?.

Con el objetivo de identificar los mecanismos que conducen a las recaidas se han llevado a cabo diversos
estudios con muestras de pacientes obtenidas tanto en el momento de diagndstico como en el momento
de la recaida. Estos indican que las recaidas podrian originarse bien a partir de un clon quimiorresistente
que ya estaria presente en el momento del diagndstico o bien podrian surgir a partir de la adquisicién de
mutaciones secundarias a lo largo del tratamiento »>2>4, En este sentido Ebinger et al. han identificado
una subpoblacion de células que exhiben un estado de quiescencia y son menos sensibles a los agentes

citotoxicos. Ademas, estas caracteristicas son reversibles y dependientes del microambiente, lo que
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explicaria que las células se mantuvieran en este estado, resistentes al tratamiento, en determinadas
localizaciones y que al finalizar éste, fuesen capaces de reactivar su ciclo celular dando lugar a la recaida®.
Otros autores, sin embargo, han detectado alteraciones genéticas nuevas en practicamente todos los
pacientes pedidtricos con LLA analizados y que presentan recaida. De hecho, un 50% presentan
mutaciones activadoras de genes asociadas a la ruta de sefializacién RAS >° y un 20% presentan
mutaciones en el gen CREBBP que, en ocasiones van a acompafiadas de alteraciones en KRAS > 57, Por
otra parte, las mutaciones somaticas de ganancia de funcion en el gen NT5C2 también afectan a un 20%
de estos pacientes®® y mutaciones el gen PRPS1 son exhibidas por un 7% de los pacientes °°. Finalmente,
se han identificado deleciones que afectan a la expresién de diferentes genes ¢ 5!, Todas estas
alteraciones genéticas se asocian directa o indirectamente a mecanismos de resistencia a la terapia. En
conjunto, estos estudios evidencian que la aparicidon de las recaidas podria deberse a multiples factores
bioldgicos, tanto intrinsecos a las células leucémicas como extrinsecos, tales como la presién ejercida por
el tratamiento o el microambiente. Asi, algunos autores sugieren que, en determinados nichos, las células
pueden establecer interacciones con otras células y/o encontrar los factores solubles y los componentes
de matriz que favorezcan el mantenimiento de un estado de quiescencia, otorgandoles cierta ventaja
frente a los agentes quimioterdpicos % %3, A esto podria sumarse ademads, el hecho de que la
concentracion de los farmacos sea menor en nichos como los testiculos y el SNC tal y como sugieren otros

64-66

autores , contribuyendo asi a mantener la supervivencia de las células tumorales.

Unos de los lugares extramedulares de mayor relevancia clinica que colonizan las células leucémicas es el
SNC. Los pacientes que presentan afectacidn leucémica en esta localizaciéon pueden experimentar
sintomas como dolor de cabeza, nauseas, vomitos, irritabilidad, letargia y papiledema, derivados de un
incremento de la presion intracraneal, asi como derivada de la afectacién de los nervios craneales y
espinales ®7. Aunque sélo es detectable en un reducido nimero de casos en el momento del diagndstico,
probablemente debido a una falta de sensibilidad de los métodos de diagndstico, las autopsias realizadas
a nifios con LLA por Price et al. en el afio 1973 revelaron que en torno al 60% de los casos presentaban
afectacion en el SNC > . En esta misma direccién, también en los afios 70 un grupo de investigadores del
Hospital St Jude demostré la importancia de realizar una profilaxis en el SNC para evitar recaidas en esta
localizacién ®. A partir de ese momento comenzd a implementarse la irradiacién craneal como
tratamiento profildctico para la prevenciéon de recaidas en este sistema ®. Sin embargo, las
complicaciones posteriores derivadas de dicha irradiacion (neoplasias secundarias, alteraciones
neurocognitivas, endocrinopatias) han conducido a su sustitucién por la administracion intratecal de
farmacos quimioterapicos. Actualmente, se administra a todos los pacientes la denominada terapia
intratecal triple que incluye metotrexato, citarabina e hidrocortisona. La incorporacion de la terapia
dirigida al SNC junto a la quimioterapia sistémica, independientemente de la afectacidon de esta
localizacidn, en los protocolos de tratamiento ha sido un factor clave en la considerable reduccién de la

tasa de incidencia de infiltracién leucémica en el SNC - %8,
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A pesar de estos avances, las recaidas en el SNC suponen todavia un 2-7% de los casos siendo ésta una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad por enfermedad en nifios & 7 7%, El hecho de que,
ademads, en torno al 15% de los pacientes incluidos en los grupos de RE o Rl recaigan indica que todavia
existen factores prondstico que se desconocen. Por otro lado, aunque los efectos son mas atenuados,
también se ha puesto de manifiesto que el tratamiento intratecal tiene un impacto negativo en la funcién
neurocognitiva a largo plazo en los pacientes que sobreviven a la enfermedad, presuntamente derivado
de la toxicidad producida en el SNC. Los efectos secundarios observados incluyen convulsiones,
encefalopatias, problemas de memoria visual y verbal, de atencidn, de concentracién y del procesamiento
de la informacidn, asi como una reduccidn del coeficiente de inteligencia. Estas alteraciones cognitivas
parecen estar relacionadas con cambios anatdmicos en el tejido nervioso tales como modificaciones en
el volumen de las areas subcorticales de la sustancia blanca y sustancia gris relacionadas con la memoria
y la atencidn, alteraciones en la actividad cerebral de la corteza frontal y en la conectividad de zonas
asociadas al cociente intelectual, asi como cambios en las redes frontoparietales 3% 31677274 "En |3 mayor
parte de los trabajos publicados se relacionan todos estos cambios en el tejido nervioso con el tratamiento
quimioterdapico al que son sometidos los pacientes, sin tener en cuenta, el posible dafio presente ya en el

momento del diagndstico producido como consecuencia de la propia enfermedad.

En definitiva, la identificacion de nuevos marcadores que permitan identificar correctamente todos los
casos, asi como la comprensidn de los mecanismos a través de los cuales las células penetran en el SNCy
dan lugar a las recaidas, son algunos de los principales retos en la enfermedad. Estos aspectos son
fundamentales para la mejora de la estrategia terapéutica, pues permitirian adaptar el tratamiento y la
profilaxis en el SNC en cada caso, reduciendo al maximo los efectos secundarios derivados del tratamiento

e incrementando las tasas de curacion.

3. Histopatologia de la LLA en el SNC

La infiltracion en el SNC durante el desarrollo de la LLA se ha descrito clasicamente como una enfermedad
principalmente meningea, con afectacién de la duramadre, de las leptomeninges o de ambas . Los
primeros estudios histopatoldgicos llevados a cabo a partir de autopsias realizadas a niflos con LLA ponian
de manifiesto la presencia, en la mayoria de los casos, de células leucémicas asociadas a la superficie de
las trabéculas aracnoideas de tejido conjuntivo y, en ocasiones, a las paredes de las venas. El incremento
del numero de células daria lugar, a continuacion, a la rotura de las trabéculas permitiendo la salida de
las células al liquido cefalorraquideo (LCR), colonizando asi el espacio subaracnoideo y formando nédulos
leucémicos. Esto conlleva la posterior invasién por parte de las células leucémicas del espacio de Virchow-
Robin que acompania a la vasculatura cerebral hacia zonas mds profundas del tejido nervioso, tanto de la
corteza como de la sustancia blanca, manteniéndose alli confinadas gracias a la barrera glial pial. Las

células tumorales son también capaces de migrar hacia los nervios craneales, siendo comun en los nifios
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la afectacion del nervio dptico. La infiltracidn del parénquima se observa, sin embargo, de forma ocasional
en los casos mds severos. Acompafiando a la invasion del SNC se han descrito otras alteraciones
histoldgicas como gliosis reactiva, degeneracién del tejido nervioso, necrosis y hemorragias, tanto en

presencia como en ausencia de infiltrados leucémicos préximos > 7°,

4. Trafico de las células leucémicas al SNC y mecanismos moleculares

El mantenimiento de la homeostasis en el SNC se debe a los estrictos limites anatémicos que controlan y
restringen el paso de células y moléculas entre este compartimento y la periferia. Las principales barreras
encargadas de esta funcién son: 1) la barrera hematoencefalica (BHE), compuesta por células endoteliales
especializadas que tapizan la microvasculatura cerebral controlando el paso entre el torrente sanguineo
y el tejido nervioso; 2) la barrera sangre - LCR (BSLCR), encargada de regular el movimiento de células y
moléculas entre la sangre y el LCR, compuesta por el epitelio del plexo coroideo cuyas células presentan
uniones estrechas 1% y 3) la limitante glial pial, encargada de establecer el limite entre el espacio
subaracnoideo y el paréngquima nervioso, formada por la piamadre, los pies astrocitarios y la membrana
basal interpuesta entre ellas (Figura 2). Por lo tanto, para invadir el SNC las células leucémicas
procedentes de la médula 6sea tienen que hacer frente a alguna de estas barreras alterando o
modificando sus propiedades. Sin embargo, las rutas utilizadas y los mecanismos mediante los cuales

consiguen infiltrar el parénquima nervioso no estan aun completamente descritos.
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Figura 2. Representacion esquemdtica de las barreras cerebrales. A) Barreras que delimitan el parénquima nervioso.
La limitante glial pial, formada por los pies astrocitarios, la piamadre y la membrana basal dispuesta entre ambas,
establece el limite del parénquima nervioso con el espacio subaracnoideo por el que circula el LCR y acompafia a las
arterias y venas que desde éste penetran en el parénquima nervioso. Las trabéculas aracnoideas atraviesan el espacio
subaracnoideo conectando con la piamadre. Sobre ésta se encuentra la duramadre adyacente al hueso. B) Barrera
hematoencefdlica (BHE). Se localiza en la microvasculatura cerebral y estd formada por células endoteliales unidas
entre si mediante uniones estrechas muy especializadas que tapizan los vasos y la membrana basal sobre la que se
depositan. Esta membrana se forma por la fusion de la membrana basal de las propias células endoteliales, recubierta
por los pericitos, y la limitante glial formada por los pies astrocitarios. A nivel de las vénulas postcapilares, se forma
un espacio entre estas membranas adyacentes, el espacio perivascular o espacio de Virchow-Robin. C) La barrera
sangre-LCR (BSLCR) del plexo coroideo. Formada por las células epiteliales unidas entre si por uniones estrechas que
tapizan el estroma del mismo y lo separan del LCR. Dicho estroma estd irrigado por capilares fenestrados que carecen
de BHE. D) Esquema de la seccion coronal del cerebro en la que se representa la localizacion de las barreras cerebrales.
(Modificado de Engelhardt et al., 2017 y Halsey, 2018)

La descripcidn de la localizacion de las células tumorales en el tejido nervioso a partir de autopsias de
nifios con LLA llevadas a cabo en los afios 70, asi como estudios realizados en un modelo xenogénico de
la LLA sugieren que la infiltracion leucémica se produciria a través de los senos venosos durales ya que se
observan acumulos leucémicos en sus proximidades > 2. Sin embargo, las células leucémicas podrian
llegar al LCR a través de los plexos coroideos, tal y como sugieren algunos autores al comprobar la
presencia de estas células en los ventriculos cerebrales 1> 1> 75, Ademds, esta barrera presenta mayor

permeabilidad en condiciones fisioldgicas, pues sus capilares se caracterizan por presentar un endotelio
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fenestrado y su epitelio es atravesado habitualmente por células del sistema inmune, entre ellas linfocitos
Ty B 2. Por otra parte, algunos autores han propuesto otra ruta alternativa que implica la colonizacién del
espacio subaracnoideo directamente desde la médula 6sea del craneo. En este caso, las células leucémicas

localizadas en la capa adventicia seguirian el recorrido de las venas emisarias 1+ 76,

En cuanto a los mecanismos utilizados por las células, numerosos factores y vias de sefializacién se han
asociado a la infiltracion en el SNC, producto del analisis de expresién de muestras obtenidas de pacientes
pediatricos con LLA, de los estudios realizados con el modelo de ratdn, asi como de estudios in vitro
llevados a cabos con lineas celulares leucémicas (Tabla 1). Algunos autores apuntan a mecanismos
utilizados por otros tipos celulares, principalmente del sistema inmunoldégico, como posibles mediadores
de la entrada de las células leucémicas al SNC. En este sentido, Buonamici et al. han puesto de manifiesto
que las células leucémicas tipo T presentan niveles de expresion de CCR7 incrementados, una molécula
fundamental en los linfocitos T de memoria CD4* presentes el LCR cuyo ligando, CXCL19, se expresa en el
epitelio del plexo coroideo ”7. En cuanto a las células leucémicas tipo B, aunque se ha analizado el papel

de CXCR4, este parece ser independiente de la colonizacién del SNC 78,

Por otra parte, se ha analizado el papel de las moléculas de adhesidn en la colonizacién del tejido nervioso.
Algunos trabajos que sugieren la interaccidn entre las células tumorales y la BHE indican que existe un
regulacion positiva en la expresion de la VE-cadherina y de la molécula de adhesion PECAM-1 en las lineas
leucémicas tras el contacto con las células endoteliales de la microvasculatura cerebral que inducen su
invasividad in vitro *°. Otros, sin embargo, sefialan a la integrina a6B1 (VLA-6) como la responsable del
anclaje de las células a la laminina de la superficie abluminal de los vasos por los que migran desde la
médula désea al espacio subaracnoideo 4. Moléculas como ICAM-1 o el ligando de la P-selectina también
se han asociado con una mayor migracion e invasién de las células al SNC > 7°, Del mismo modo una
mayor expresion de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 acompafiada de una regulacién negativa de las
proteinas que forman las uniones estrechas (zonulina-1, claudina-5 y ocludina) incrementan la
permeabilidad de la BHE . Por otra parte, se ha descrito que la miosina tipo Il es un factor importante en
la extravasacién de las células tumorales infiltrando el SNC 8. Estos datos parecen sugerir que las células
leucémicas utilizarian los mecanismos de extravasacion leucocitaria previamente descritos para atravesar

las barreras del SNC (Tabla 1).

La busqueda de nuevos marcadores que ayuden a clasificar mejor a los pacientes al diagnéstico ha dado
lugar a la identificacion de diversos factores que aparecen incrementados en los blastos de los nifios con
LLA. El analisis de expresidn génica de muestras de médula dsea de estos pacientes indican un aumento
en los niveles de expresion de IL-15, de los receptores IL-7R, CXCR3, CXCR4 y CCR7 o la tirosin quinasa
ZAP70 se correlacionan con una mayor probabilidad de afectacién del SNC o posteriores recaidas en esta
localizacién 88* (Tabla 1). En algunos casos, la asociacién con la infiltracién del tejido nervioso se

encuentra sélo en determinados grupos de pacientes. Es el caso de la tirosin quinasa Mer, cuyos niveles
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de expresidn elevados en muestras con la translocacion t (1;19) indican afectacidn del SNC; asi como de
la expresion del antigeno NG2, un proteoglicano que induce un fenotipo mas agresivo en las leucemias
con el reordenamiento del gen MLL 8>, En linea con todo lo anterior, la deteccién de una composicién
alterada del LCR de los nifios ha dado paso a la identificaciéon de potenciales factores predictores de la
diseminacion de la enfermedad hacia al SNC. En este sentido, los pacientes con LLA que presentan
afectacion nerviosa o que recaen en el SNC tienen niveles del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFA) y de CXCL10 en el LCR significativamente superiores a los que no desarrollan esta complicacion a

lo largo de la enfermedad 3" #(Tabla 1).

Uno de los factores que cada vez mas se asocia con los distintos tipos de tumores pediatricos es la
respuesta inflamatoria, la cual parece tener un papel fundamental en la progresiéon del tumor y en el
establecimiento de las metéstasis . Por otra parte, se ha descrito en diferentes situaciones que la
inflamacion tanto sistémica como en el SNC es responsable de la alteracidn de las barreras cerebrales,
incrementando la permeabilidad de las mismas y facilitando el paso de células a través de ellas. En este
contexto, los pacientes pedidtricos con LLA presentan altos niveles de factores pro-inflamatorios como IL-
8, TNFa, IL-6 y CCL2 en el suero sanguineo en el momento del diagndstico, indicando el estatus
inflamatorio que presentan antes de iniciar el tratamiento #-°L. El anélisis del LCR también revela un
incremento significativo de algunos de estos, asociandose positivamente con el desarrollo de recaidas en

el SNC, es el caso de CCL2 y TNFa 2728,

Si bien la descripciéon de los mecanismos mediante los cuales las células leucémicas penetran a los
compartimentos nerviosos es fundamental para entender la biologia y fisiopatologia de la enfermedad, el
valor clinico de estas observaciones es limitado, pues los avances conseguidos en las tasas de
supervivencia de los pacientes pediatricos con LLA como consecuencia de la administracién de la terapia
intratecal, incluso aquellos que no presentan células leucémicas detectables en el LCR, ponen de
manifiesto que las células tumorales podrian colonizar el SNC en estadios tempranos de la enfermedad
en la mayoria de los pacientes. De hecho, estudios clinicos indican que en el momento del diagndstico, el
SNC esta ya invadido en mds del 40% de los casos °* %. En este sentido, Williams et al. sugieren que la
capacidad para invadir el SNC es una caracteristica universal de los blastos leucémicos al observar que, un
80% de los animales trasplantados con 29 muestras primarias LLA-B de pacientes incluidos tanto en el
grupo de RA como RE y con evidencia o no de afectacién del SNC, presentaban infiltracidon en este
compartimento 2. Por lo tanto, presumiblemente, las estrategias post-diagndstico dirigidas a bloquear la

entrada de las células leucémicas al SNC podrian ser poco eficaces.
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SNC
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afectacion del SNC en pacientes t(1;19)

Células NK activadas por IL-15 reducen
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en el SNC. La expresion de receptores activadores
de las NKs, NKp44 y NKG2D se asocian con
afectacion en SNC en pacientes

El bloqueo de CXCR3 reduce la carga leucémica
en médula ésea, bazo y cerebro
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con la infiltracién del SNC

Los receptores de quimioquinas tienen un papel
en la afectacion de drganos periféricos, no en
SNC

Elevados niveles de expresion de VEGFA se
correlaciona con una mayor infiltracién en SNC.
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PBX se asocia con infiltracion en SNC

La expresion de VEGFA se asocia con afectacion
del SNC

Una elevada expresion de ZAP70 se asocian con
afectacion en SNC, no tiene efectos en periferia

Las células que infiltran el SNC regulan
positivamente NG2

Efecto sobre SNC. El bloqueo de VLA-6 no tienen
efectos en la carga leucémica en periferia

Efecto en SNCy en periferia. El silenciamiento o
bloqueo del receptor reduce la inflitracion en
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para infiltrar médula 6sea y SNC.

Referencia Modelo Mediador Efecto SNC/periferia . .
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Gladdy et al Ratones transgénicos RAG2'/ p53/ . - ”

(2003) Prikdc %id/sid RAG-1/2 Rag1/2 induce infiltracién en SNC -

::;Js(;)er &l Estudio muestras pacientes IL-15 IL-15 se asocia con infiltraciéon en SNC -

Jeha et al (2009) | Estudio muestras pacientes t(1;19) t(1;19) se asocia con recaidas aisladas en SNC -

Modelo de ratén de T-ALL inducida
I i6 énica d i . . na
Buonamici et al z(;;c'alexRZrtisr:er] sgcgg_j_nllfzar E_B/_ Sefializacion CCR7 es necesario para la infiltracién de T-ALL en R
(2009) AL e 8 CCR7-CCL19 | el SNC

La interaccion LLA-células del SNC
icrementa la supervivencia de la
LLA protegiendolas del los agentes
quimioterapicos

No se observan cambios en
proliferacion entre células SD1y
células SD1 "A,

Mayor nimero de células
MIRG/trFlt3 en bazo

IL-15 induce la proliferacién de las
células leucémicas

Inhibicién del ciclo celular e
incremento de la supervivencia

CXCL10 induce la supervivencia de
las células leucémicas in vitro

No se observan cambios

No se observan cambios

No se observan cambios en
proliferacion

VEGFA promueve la supervivencia
de las células en SNC

No se observan efectos ni en
supervivencia ni en el ciclo celular

El bloqueo del receptor induce la
apoptosis

Tabla 1. Estudios referentes a la infiltracion leucémica en el SNC. Los mediadores y sus efectos.
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5. El microambiente del SNC en la supervivencia de la LLA

En las ultimas décadas, numerosos trabajos han puesto de manifiesto la relevancia del estroma de la
médula ésea en la iniciacion y propagacion de los tumores hematoldgicos. Las interacciones mutuas entre
las células estromaticas y las células leucémicas son fundamentales tanto en la supervivencia,
mantenimiento y proliferacién de las células tumorales, como en el desarrollo de la resistencia a los
agentes quimioterdpicos dando lugar a las consiguientes recaidas °* %. Sin embargo, los componentes
celulares y moleculares del microambiente del SNC asociados al mantenimiento y supervivencia de las
células leucémicas, que otorgarian a este nicho las caracteristicas de santuario, han sido escasamente
explorados. Por un lado, Akers et al. demostraron que la interaccion de lineas celulares leucémicas y
diferentes tipos celulares del SNC humano (células aisladas de las meninges, astrocitos y células epiteliales
del plexo coroideo) inducia, in vitro, la supervivencia de las células tumorales cuando éstas eran expuestas
al tratamiento con diferentes quimioterapicos (metotrexato, citarabina y dexametasona) 2°. Sin embargo,
el mecanismo responsable de estos efectos es auin desconocido. Posteriormente, se determind que una
mayor expresidon de la tirosin quinasa Mer se correlaciona con una mayor resistencia de las células
leucémicas a la muerte celular inducida por metotrexato en presencia de células de glioma y astrocitos
de rata, a consecuencia de la activacion de sefiales de supervivencia a través de las rutas de sefializacion
JNK, ERK y Akt. Estos resultados se correlacionan, ademas, con una menor incidencia de infiltracion en el
SNC en animales trasplantados con muestras primarias que presentan altos niveles de expresion de la
quinasa tratados con el inhibidor de la misma #°. Otros autores sefialan a la quimioquina CXCL10, cuyos
niveles aparecen incrementados en el LCR de los pacientes, como la molécula involucrada en la induccion
de quimiorresistencia frente a citarabina mediante la regulacién positiva de Bcl-2 y la inactivacidn de las
caspasas 8. Por otra parte, para evaluar los cambios en el perfil de expresién génica que las células
experimentan en el tejido nervioso, mas recientemente se han analizado comparativamente los perfiles
de expresion génica de células Nalm6 o células de muestras primarias aisladas de médula d6sea y del SNC.
Los genes cuya expresion se encuentra regulada positivamente en el compartimento nervioso estan
relacionados con rutas de sefializacién importantes en la biologia del cancer (MAPK, RAS, apoptosis, AKT,
BMPs, FGFs), con la adaptacidn a condiciones de hipoxia y con la glicdlisis. Por el contrario, se observa una
disminucion de los genes implicados en el ciclo celular o con la fosforilacién oxidativa. Esto pone de
manifiesto que las células que invaden el SNC modulan su perfil génico y adoptan un estado mas
quiescente, con un menor consumo de oxigeno y con una mayor actividad glicolitica **2%°¢, Uno de los
genes upregulados es PBX1, un factor de transcripcién que parece estar implicado en la capacidad de
autorrenovacién y en la resistencia a los quimioterapicos de las células leucémicas aisladas del SNC *°.
Estas células también presentan mayores niveles de expresion de VEGFA y de hecho, la administracion de
bevacizumab, un anticuerpo neutralizante de VEGFA, reduce la carga leucémica en este compartimento
en los animales, aunque no en periferia %. La interpretacién de estos resultados obtenidos a partir de los

modelos xendgenicos tiene ciertas limitaciones pues los microambientes pueden variar entre especies
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siendo mds o menos permisivos y, ademas, en ellos no se tiene en cuenta ni la presidn selectiva ejercida
por la terapia intratecal ni la inmunovigiliancia. En este sentido, el andlisis comparativo de muestras
pareadas obtenidas directamente de la médula 6sea y Del LCR de los pacientes con LLA demuestra que
en ambos compartimentos se encuentran los mismos clones de células confirmando, como ya indicaban
los modelos animales, la capacidad universal de todas las células para invadir el SNC %7, Estos resultados
ponen de manifiesto, ademas, la importancia de profundizar en el conocimiento de la interaccion de las
células tumorales con los componentes del SNC que promueven la adaptacion, supervivencia y

quimiorresistencia promoviendo, en ultima instancia, las recaidas en esta localizacién (Tablal).

6. Proteinas Morfogenéticas Oseas

La familia de proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento
transformante (TGF-B) que, ademas, incluye las proteinas TGF-Bs, Activinas, Inhibinas, las proteinas Nodal,
Miostatina y la hormona anti-Miilleriana %, Inicialmente aisladas a partir de matriz 6sea desmineralizada
e identificadas, hacia el afio 1965, por su capacidad para formar hueso y cartilago de manera ectépica,
actualmente, las BMPs son consideradas proteinas multifuncionales implicadas tanto en el desarrollo
embrionario, regulando la formacidn de la asimetria derecha-izquierda, el patrén neural y esquelético, la
formacion de las extremidades y la organogénesis, como en el mantenimiento de la homeostasis de
multitud de tejidos y drganos, pues intervienen en la regulacion de varios procesos, entre ellos la

proliferacion, supervivencia, diferenciacién, quimiotaxis, apoptosis y migracién de diversos tipos celulares

99-101

Esta familia de proteinas esta compuesta por mas de 20 miembros que, segun el grado de similitud de sus
secuencias y su funcidn, se clasifican en varios grupos: el grupo BMP-2/4, compuesto por los miembros
BMP2 y BMP4 con homologias estructurales; el grupo BMP-5/6/7/8a/8b, también denominada grupo de
la proteina osteogénica 1 (OP-1); el grupo de los factores de crecimiento y diferenciacion GDF-5/6/7/9
(GDF-5/BMP-14/CDMP-1, GDF-6/BMP-13/CDMP-2, GDF-7/BMP-12/CDMP-3. GDF-9/BMP-13), y el grupo
BMP-9/10. La distribucion espacio-temporal y la actividad bioldgica son diferentes entre los distintos
miembros de la familia BMP debido, entre otros, a que la afinidad por los distintos receptores de BMP es

variable %,

Todas las BMPs se sintetizan como moléculas precursoras de gran tamafo (400-500 aminoacidos) que
constan de un domino sefial en la regién N-terminal que dirige su secrecién, un prodominio, necesario
para la dimerizacién, y un dominio llamado péptido maduro en la regién C-terminal. Estos precursores
forman dimeros activos, generalmente homodimeros, a través de enlaces disulfuro intermoleculares
establecidos entre uno de los residuos de cisteina, altamente conservados, que presentan estas proteinas.

A continuacion, sufren la protedlisis del extremo C-terminal y son secretados como moléculas
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biolégicamente activas. A veces, se secretan en forma de heterodimeros, los cuales pueden ser incluso

mas efectivos que los homodimeros correspondientes en la activacién de la via de sefalizacion 102106,

6.1 Componentes de la via de sefalizacion y su regulacion

Los dimeros activos son los ligandos BMP que se unen y sefializan a través de los complejos
transmembrana de receptores heteroméricos compuestos por receptores serin-treonin quinasas de tipo
I y Il. Ambos receptores presentan propiedades estructurales similares y, aunque en ausencia de los
receptores tipo Il los ligandos BMP se unen a los receptores tipo I, los dos tipos son necesarios para la
transduccidn de la sefial ®8. Una vez unido el ligando, el dominio quinasa del receptor tipo Il, que se
mantiene constitutivamente activo, transfosforila al receptor tipo | activdndolo y permitiendo la
transduccién de la sefial. Los receptores de las proteinas BMP son capaces de activar diferentes vias de
sefializacion clasificadas en dos categorias: candnica y no candnica. La via de sefializacidn canodnica, la
mas estudiada, es dependiente de las proteinas Smad. Tras la fosforilacién del receptor tipo I, éste recluta
y fosforila a las Smad reguladas por receptor BMP o BR-Smads que, a continuacion, forman complejos
heteroméricos o heterotetramétricos con la proteina mediadora comun, la Co-Smad. Estos complejos se
translocan al nucleo donde interaccionan con secuencias especificas de ADN regulando la transcripcion
de los genes diana en cooperacién con diversos factores de transcripcion, co-activadores y co-represores

transcripcionales 2* (Figura 3).

Tanto los receptores tipo | como los tipo Il estdn formados por un dominio extracelular relativamente
corto, un Unico dominio transmembrana y un componente intracitoplasmatico que contiene el dominio
serin-treonin quinasa. Aunque se han descrito 7 receptores tipo | de la superfamilia TGF-f en mamiferos,
tres de ellos son los identificados como responsables de la activacion de las BR-Smad en respuesta a la
unién de los ligandos BMP: los receptores de BMP tipo IA (BMPR1A/ALK-3); los receptores tipo 1B
(BMPRIB/ALK-6) y los receptores de Activina tipo IA (ActRIA/ALK-2). Si bien las proteinas BMP presentan
mayor afinidad por los receptores tipo |, ésta puede verse afectada por los receptores tipo Il. Son los
primeros los que condicionan el tipo de ligando que se une y los patrones de expresion y distribucion
varian entre los tres receptores. Asi, el grupo BMP-2/4 se une preferentemente a BMPRIA y BMPRIB,
mientras que BMP-6 y BMP-7 presentan mayor afinidad por ActRIA. Del mismo modo, BMPRIA tiene un
patrén de expresién muy amplio, mientras que BMPRIB estd restringido a ciertos tipos celulares %197, En
cuanto a los receptores tipo Il, se han identificado tres receptores: BMPRII, ActRIIA y ActRIIB, el primero

de ellos exclusivo para los ligandos BMP 2! (Figura 3).

La transduccién de la sefial BMP estd mediada por las BR-Smads, SMAD1, SMAD5 y SMADS. Estas
proteinas son estructuralmente muy similares, con un dominio MH1 en la regidn N-terminal, implicado
en la translocacion al nucleo y la unidn al ADN, y un domino MH2 responsable de la interaccion con los
receptores y la formacion de complejos con otras Smads. Sus diferencias funcionales, sin embargo, se

desconocen hasta la fecha. Las BR-Smad se mantienen ancladas a la membrana celular en una
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conformacidn autoinhibidora, en la que sus dos dominios interaccionan entre si hasta que son fosforiladas
por el receptor tipo |. Se produce entonces un cambio conformacional que facilita la unién con la tnica
Co-Smad presente en mamiferos, la SMADA4. El complejo formado por BR-Smad y Co-Smad se transloca al

nucleo y regula la transcripcidn génica 2* (Figura 3).

Entre las principales dianas de esta via de sefializacidn se encuentran los genes ID (/D 1-4) y RUNX (RUNX1-
3), inducidos en diversos tipos celulares en respuesta a la sefalizacion BMP. Tanto las proteinas ID como
RUNX son factores fundamentales en la regulacién de diferentes procesos bioldgicos inducidos por los
ligandos BMP, entre ellos la hematopoyesis, la angiogénesis y la osteogénesis 1% 1%, Del mismo modo, la
sefializacion BMP esta implicada en la regulacién de la transcripcién de microRNAs involucrados en

procesos celulares como la proliferacién, diferenciacién y desarrollo de diferentes tejidos y drganos 1%°.

Como se indicaba anteriormente, los ligandos BMP pueden activar también rutas de sefalizacién no
candnicas, independientes de las proteinas Smad, en las que la tranduccidén de la sefial tiene lugar a través
de las proteinas MAPK p38, JNK y ERK, entre otras, que activarian en ultimo término la transcripcién de
NF-kB & 111, También se ha descrito que las BMPs pueden transmitir su sefial a través de las proteinas

PI3K/Akt, y GTPasas % 112(Figura 3).

El papel de las proteinas BMP es fundamental en nimeros procesos celulares desde las primeras etapas
del desarrollo hasta la etapa adulta, lo cual pone de manifiesto la necesidad de una estricta regulacion de
la sefializacidn de estas proteinas tanto a nivel extracelular como a nivel intracelular. A nivel extracelular,
los antagonistas de BMP se clasifican en tres grupos: la familia de proteinas Noggin/Chordin, Twisted
Gastrulation y la familia Dan. Estos son factores solubles que se unen a los ligandos BMP con alta afinidad
impidiendo su interaccidn con los receptores y en consecuencia la activacion de la via. La promiscuidad
de estos antagonistas, la diferente afinidad entre ligandos y la capacidad para inducir respuestas no
antagdnicas de éstos hacen referencia a la complejidad del sistema > También se han identificado
numerosos microRNAs que regulan la expresién de BMPs, de los receptores de membrana y de los
antagonistas BMP!!5, Ademas, en los ultimos afios se ha atribuido un papel regulador de la sefializacién
BMP a los distintos componentes de la matriz extracelular. La regulacién de la sefializacion de los ligandos
y de la activacion de sus receptores depende de la composicion, las propiedades bioquimicas y fisicas de

la matriz extracelular®® (Figura 3).

A nivel de membrana, otros reguladores de BMP pueden actuar para activar o inhibir la ruta de
sefializacion BMP, bien uniéndose a la molécula BMP o al complejo ligando-receptor. La familia de
proteinas RGM o la proteina endoglina son co-receptores que regulan positivamente la intensidad de
sefial 17 118, por el contrario, existen otras proteinas transmembrana que regulan negativamente la
sefializacion BMP. Es el caso de BAMBI, un pseudorreceptor con un dominio extracelular similar al de los

receptores tipo | pero carente del dominio intracelular, que interacciona con los receptores tipo | y tipo Il
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de manera estable bloqueando su funcién 3 11°_ Asimismo, se incluyen en este grupo de antagonistas de

la sefial BMP algunas tirosin quinasas como la TrkC o Ror22% 121 (Figura 3).

Finalmente, la regulacién a nivel intracelular esta mediada por un tercer grupo de proteinas Smad,
compuesto por SMAD6 y SMAD?7, las Smad inhibidoras (I-Smad). Los mecanismos utilizados por éstas para
inhibir la sefializacién incluyen: la union a los receptores tipo | activados impidiendo la fosforilacion de las

124y, a nivel

BR-Smads 1?2 123; |a competencia con las Co-Smad para formar complejos con las BR-Smads
nuclear, el bloqueo de la formacién de los complejos Smad- ADN inducida por los ligandos BMP%,
Alternativamente, las I-Smad favorecen el reclutamiento de las proteinas SMURF1 y SMURF2, proteinas
E3 ubiquitin ligasas encargadas de la poliubiquitinacién de las SMAD1 y SMADS5 para su degradacién via
proteosoma, promoviendo, por tanto, la unién de éstas a los receptores de BMP tipo | y favoreciendo la
posterior degradacidn del complejo receptor 24 126 (Figura 3).

Antagonistas ETI\;F\'K_ @ BMPs

e

Receptores tipo |
ACtRIA/ALK-2
BMPRIA/ALK-3
BMPRIB/ALK-6

R

Receptores tipo I
ActRIIA
ActRIIB
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Co-represores

- . .. BR-Smads
Sefalizacién no candnica SMAD-1/5/8 I-Smads
/ \ SMAD-6/7
MAPK GTPasas (A ’I / o s
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(p38, INK, ERK)  (Rho, Rac) (4 = SMADA

Senalizacion canonica
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Transcripcion
génica

Factores de transcripcidn
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Figura 3. Transduccion de la sefial BMP. Los ligandos BMP en su forma activa se unen a los complejos de receptor
induciendo la forsforilacion de los receptores tipo | a cargo de los receptores tipo Il, activando la sefializacion BMP,
bien a través de la via de sefializacion candnica o mediante la via no candnica. La ruta candnica se inicia con la
fosforilacion de las BR-Smads (SMAD1/5/8) por los receptores de BMP tipo | y la posterior unién a la Co-Smad (Smad4)
formando un complejo que se transloca al nucleo. Alli, junto con otros factores de transcripcion regulan la
transcripcion génica. Las proteinas I-Smads (SMAD6 y SMAD?7), son proteinas encargadas de regular negativamente
esta ruta. La activacion de los receptores BMP también puede inducir la transduccién de la sefial a través de las
diferentes vias no candnicas, lo que implica la activacion de proteinas MAP quinasas (p38, ERK, INK) y GTPasas (Rho,
Rac). La sefializacion de BMP también puede ser regulada extracelularmente positiva o negativamente, a través de
diferentes antagonistas y, a nivel de membrana, mediante los co-receptores y los co-represores.
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6.2 Papel de los ligandos BMP

Inicialmente, los ligandos BMP fueron descubiertos por su capacidad para inducir la formacidn ectdpica
de hueso y cartilago. En esta linea, numerosos trabajos han descrito la capacidad de esta familia de
proteinas para inducir la diferenciacion osteogénica y condrogénica de células estromales mesenquimales
(MSCs) dando lugar, posteriormente, a la formacion del hueso y cartilago durante el desarrollo
embrionario, asi como su participacidn en procesos de reparacion dsea y mantenimiento del cartilago en
la etapa adulta 2712°_ Entre los ligandos que exhiben una mayor capacidad osteogénica se encuentran
BMP2 y BMP4, mientras que BMP7 parece tener un papel fundamental en el mantenimiento del cartilago
articular'?®. Sin embargo, con el paso de los afios, una amplia variedad de funciones bioldgicas ha sido
atribuidas a esta familia de morfégenos, mas alld de la formacién del hueso y cartilago. Durante la
embriogénesis, los ligandos BMP participan de forma activa en la regulacion de procesos esenciales como
el establecimiento de la asimetria derecha-izquierda, la formacién del mesodermo, del patron neural y
esquelético, el desarrollo de las extremidades, la gametogénesis y la organogénesis 1%, Prueba de Ia
importancia de esta via de sefalizacion es que los ratones deficientes para los ligandos BMP2, BMP4,
BMP7 o para los receptores BMPR1A y BMPR2 presentan un fenotipo letal consecuencia de defectos que

tienen lugar en la gastrulacién y la formacién del mesodermo 3%132,

Asimismo, los ligandos BMP son cruciales en las etapas post-natal y adulta, durante las cuales participan
en el mantenimiento de la homeostasis de diferentes érganos y sistemas regulando la proliferacion,
diferenciacién, quimiotaxis y apoptosis de diversos tipos celulares. En este sentido, destaca su

participacién en procesos como la neurogénesis y la hematopoyesis 133134,

Tras el nacimiento, la neurogénesis se mantiene principalmente en dos areas especializadas del cerebro,
la zona subventricular (SVZ) y la zona subgranular (SGZ)¥3> 136, Numerosos trabajos han puesto de
manifiesto la expresion de los ligandos y receptores de la via de sefializacion BMP en los progenitores
neurales y otros componentes celulares de ambas zonas. Ademds, se ha descrito la importancia de la
estricta regulacion de la sefializaciéon BMP, para el mantenimiento, junto con otros factores, del balance
quiescencia/proliferacion en los nichos neurogénicos, pues mientras el antagonista de BMP, Noggin, es
necesario para el mantenimiento de la proliferacion y la autorrenovacién de las células madre neurales,
los ligandos BMP, fundamentalmente BMP4, promueven la quiescencia y el mantenimiento de la

capacidad neurogénica 3% 137-140,

Por otra parte, la familia de ligandos BMP es parte fundamental del microambiente caracteristico de la
médula dsea que mantiene y regula la hematopoyesis adulta. La via de sefializacion BMP es relevante en
el mantenimiento y la expansidn de los progenitores hematopoyéticos, en su compromiso hacia el linaje
mieloide/linfoide, asi como en el control del tamafio del nicho hematopoyético. Asimismo, los ligandos
BMP regulan el homing y la movilizacién de los progenitores hematopoyéticos. Sin embargo, los efectos

individuales de cada componente varian en funcidon de las interacciones con otros factores del

42



Introduccion

microambiente y los efectos de éstos, del grado de diferenciacidn celular, de la concentracion, asi como
de su produccion autocrina o paracrina. Asi, mientras bajas concentraciones de BMP4 inducen la

diferenciacidn de los progenitores, altos niveles inhiben su proliferacién y diferenciacién?4-144,

Las numerosas evidencias de la participacion de los componentes de la via de sefializacion BMP en
multitud de procesos bioldgicos justifica que un gran nimero de patologias de origen variable se asocien

a alteraciones en esta via, entre ellas los procesos tumorales.

6.3 BMPs y cancer

A lo largo de los ultimos afos, el numero de trabajos que asocian alteraciones de los diferentes
componentes de la via de sefializacion BMP con procesos tumorales se ha ido incrementado de manera
progresiva. A su funcidén anteriormente descrita, tanto durante el desarrollo como en otros procesos
bioldgicos en etapas posteriores, se afiade el papel que los ligandos BMP parecen jugar en la progresion
de tumores, asi como en procesos metastdsicos. Los datos disponibles hasta la fecha, principalmente
procedentes de tumores solidos, ponen de manifiesto un papel dual de esta via de sefializacion,
habiéndose descrito efectos tanto pro-tumorales como anti-tumorales asociados a ella. Aunque estos
resultados pueden parecer contradictorios, son un claro reflejo de la complejidad de la via, pues un mismo
componente puede tener uno u otro efecto dependiendo del tipo de tumor, del estadio, de la recurrencia

del mismo o del microambiente tumoral 23 1%,

Algunos trabajos describen una expresion aberrante de los ligandos BMP en distintos tipos de cancery lo
asocian con un buen o mal prondstico en funcidén de la progresidon de éste y la supervivencia de los
pacientes. Asi, BMP2 y BMP4 aparecen sobreexpresados en un amplio nimero de tumores. En ocasiones,
estas proteinas se relacionan con acciones especificas en la biologia tumoral, tales como la proliferacion,
angiogénesis, viabilidad, migracion y diferenciaciéon %614, Del mismo modo, la modulacién de los
receptores BMP localizados en la membrana plasmatica puede conducir a una mayor unién de los ligandos
BMP o viceversa, induciendo alteraciones en las funciones celulares, como ocurre en algunos tipos de
neoplasias > 50151 También se han descrito alteraciones asociadas a otros componentes implicados en
la transduccidn de la sefal, como ocurre con la expresién reducida de las BR-Smads y las Co-Smads en el
cancer colorrectal'®® 0152 Aunque los mecanismos que conducen a la regulacién positiva o negativa de
uno o varios componentes de la sefializacidn BMP aln no se han descrito completamente, existen
evidencias que asocian mutaciones, polimorfismos de un solo nucleétido y microRNAs con dichas
alteraciones?? 153, Otros trabajos describen diferentes grados de metilacién como los responsables de las
alteraciones observadas, implicando generalmente la inactivacion de diferentes genes de la via BMP,
como ocurre con la pérdida de expresion de BMP2 en el carcinoma renal o con el silenciamiento de SMAD8

en el cdncer de mamay de colon®>* 1%,
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En cuanto a los tumores hematoldgicos, aunque el papel de la sefializacién BMP ha sido menos estudiado,
modificaciones en los diferentes elementos de esta ruta también parecen estar implicadas en su
mantenimiento, progresién y en posteriores recaidas °1°°. De nuevo, altos niveles de expresion de
BMP2, BMP4 y en menor medida BMP7, se asocian con algunas de estas patologias 17160 161 Ademds, en
estos tumores se han descrito alteraciones en la expresidon de los receptores de BMP. Las células
tumorales de pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC) exhiben mayores niveles de expresion de
BMPRIB %%, del mismo modo que en la leucemia linfocitica crénica tipo B (LLC-B), niveles incrementados
de los receptores BMPRIA/BMPRIB se correlacionan con la progresion de la enfermedad, sugiriendo un
efecto inductor de la proliferacidn 2. Por el contrario, el andlisis de los receptores de la via en las células
de pacientes con leucemias agudas (Leucemia mieloide aguda(LMA) y LLA) ha puesto de manifiesto que,
en estos tumores, niveles altos de BMPRIA, BMPRIB y BMPRII se asocian a mayores tasas de supervivencia
y de remisién completa y, a un menor riesgo de recaia'®®. M3s alld de los cambios identificados en los
receptores de membrana, también se han encontrado alteraciones en las proteinas transductoras de la
sefial BMP, de hecho, una regulacién positiva de las BR-smads (SMAD1 y SMADS) se correlaciona con una
menor expresion de SMAD4 en pacientes con LLC, asocidndose con un mal prondstico de la enfermedad
164 Por el contrario, en pacientes con LMC, las células tumorales presentan niveles de SMAD1 y SMADS
significativamente menores que los controles sanos, lo que se traduce en importantes cambios en la
expresion de los genes diana 1%°. Por otra parte, algunos trabajos han descrito la implicacidn de algunos
reguladores negativos de la via BMP, tanto intracelulares como extracelulares. Asi, los efectos apoptdticos
de BMP7 descritos en las células de linfoma tipo B se contrarrestan con una sobreexpresion de la I-smad
SMAD?7 en estas células que inhibe la sefalizacién a través de SMAD1/5/8% 166 Esta sobreexpresion
también se ha observado en células leucémicas tipo T 7. Sin embargo, en otros tumores, como la
leucemia mieloide, aparecen regulados positivamente SMADG6 y el antagonista Gremlin, asociados al

mantenimiento de las células madre leucémicas y al avance de la enfermedad *°,

En paralelo a los estudios del estado de la via de sefializacion BMP en las células tumorales, se han
desarrollado trabajos dirigidos a estudiar las modificaciones de la via en el resto de los componentes del
nicho tumoral, evaluando asi la influencia que éstos tienen en el desarrollo y la evoluciéon de la
enfermedad *°¢. En este contexto, Laperrousaz et al. han descrito un aumento de los niveles de BMP2 y
BMP4 en la médula 6sea de pacientes con LMC en fase crénica. Estos estan producidos por distintos
componentes del estroma y parecen favorecer el mantenimiento y la expansidn de las células tumorales
160, Por el contrario, en la leucemia mieloide aguda, los ligandos BMPs son producidos por las propias
células leucémicas que inducen, mediante la activacion de la sefializacion candnica de BMP, la
diferenciacién osteogénica de las MSCs que secretan factores de crecimiento que promueven la
proliferacién de las células tumorales 1% 1% Ademads, en este contexto, estudios realizados por nuestro

grupo ponen de manifiesto que las MSCs de la médula dsea de pacientes pediatricos de LLA presentan
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una elevada producciéon BMP4 en el momento del diagndstico que se reduce progresivamente tras el

tratamiento quimioterdpico 17°.

En relacidn con todos estos cambios que sufre el microambiente en el contexto tumoral, a lo largo de la
ultima década han emergido trabajos que apuntan a los componentes de la ruta de sefializacion BMP
como factores fundamentales en el desarrollo de un microambiente protector que contribuye al
desarrollo de resistencia frente a la quimioterapia, favoreciendo las recaidas. En el caso de las neoplasias
hematoldgicas, dada la importancia del microambiente de la médula dsea y el papel que esta via de
sefializacion tiene en el mantenimiento del mismo, no es sorprendente que alteraciones en estos
componentes conduzcan al establecimiento de un microambiente adecuado para la progresién del tumor
y el desarrollo de resistencia a la quimioterapia de las células tumorales. En este sentido, Dosen-Dahl et
al. demostraron que el tratamiento de células de LLA con BMP6 las protegia de la muerte celular inducida
por citarabina 1. Algunos trabajos indican que los pacientes de LMC resistentes a la terapia presentan
una elevada produccién de BMP4 por parte de las MSCs y altos niveles de expresion de BMPRIB en las
células leucémicas. Ambas alteraciones parecen ser responsables de la supervivencia de las células
tumorales escapando asi a los efectos de la quimioterapia a través de un mecanismo que implica la
sobreexpresion de TWIST-1, previamente identificado como un factor predictivo de la resistencia al
tratamiento en estos pacientes *°% 72, Otros, sin embargo, sefialan que la quimioproteccién ofrecida por
las células estromales requiere del contacto célula- célula y es dependiente de la via de sefializacién BMP
candnica 173, En el contexto de la leucémica promielocitica aguda, se ha descrito que en la resistencia al
tratamiento con acido trasnretionoico estan implicadas las proteinas BMP2, BMP4 y BMP6 que inducen

la regulacién positiva de genes que bloquean la diferenciacién, como ID1 e ID2 174,

En conjunto, estos estudios ponen de manifiesto la implicacion de la via de sefializacién BMP en diversos
procesos tumorales, con un papel tanto pro-tumoral como anti-tumoral, y apuntan, por un lado, a los
distintos componentes de la via como potenciales factores prondsticos de la enfermedad y, por otro, a la

regulacion de esta via de sefalizacion como posible diana terapéutica.
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La infiltracién de células leucémicas en el SNC representa uno de los principales desafios clinicos en el
tratamiento y la remision definitiva de la LLA. En este sentido, los regimenes contemporaneos de
tratamiento se dirigen tanto a la enfermedad sistémica como a la del SNC, independientemente de la
participacion del SNC en el diagndstico. Estos protocolos han conducido a un control efectivo de la
enfermedad, también en el SNC, reduciéndose en éste la incidencia de la misma de forma muy notable ¥
68,175,176 A pesar de todo ello, la recaida en el SNC sigue siendo la causa mds importante de morbi-
mortalidad, ya que ocurre entre el 2 y el 7 % de los pacientes con LLA (mas del 30% de todas las recaidas).
Por tanto, como hemos sefialado, este es uno de los principales desafios en la oncologia pediatrica, debido
a las bajas tasas de curacidn y a los efectos secundarios del tratamiento a largo plazo X. Definir los
mecanismos que dirigen el trafico de células leucémicas desde la sangre a este compartimento es
relevante para comprender la biologia y la fisiopatologia de la leucemia. Sin embargo, las observaciones
clinicas y experimentales sugieren un valor prondstico y terapéutico relativamente limitado de estos datos
en cuanto a la recaida de la LLA en el SNC. En este sentido, a pesar de que la infiltracion del SNC rara vez
se detecta en el diagnédstico inicial debido, fundamentalmente, a las limitaciones de los métodos
empleados para ello, la quimioterapia intratecal profilactica dirigida al SNC es necesaria para la
supervivencia libre de enfermedad (50-75% de los pacientes de LLA presentaban metastasis en SNC antes
del desarrollo de dichas terapias™ '’°) indicando la existencia de manifestacién subclinica ya en el
momento del diagndstico en un elevado porcentaje de pacientes °> 177, Si bien hay cierta controversia,
tampoco parece que sean determinados clones los que adquieran esta capacidad > *°. Asi, la composicién
de células leucémicas en el SNC es policlonal y similar a las del fémur o el bazo indicando, que el tropismo
hacia el SNC es probablemente una caracteristica omnipresente en blastos LLA 2. En la misma linea,
resultados obtenidos utilizando el modelo xenogénico de LLA indican que hasta el 80% de los ratones
trasplantados con muestras primarias de pacientes con LLA-B presentan células tumorales en el SNC a
pesar de que la mayoria de las muestras de leucemia procedian de pacientes con resultado negativo en

el andlisis del LCR 2.

En conjunto, estas observaciones sugieren que las células de LLA que son refractarias a la terapia o
particularmente receptivas a sefiales protectoras derivadas del microambiente donde se localizan,
pueden sobrevivir en nichos del SNC durante periodos prolongados como EMR extramedular y ser
responsables de la recaida en el SNC, sin tener que involucrar necesariamente a la médula dsea (recaida

aislada en el SNC %78),

Por todo ello, se hace necesario estudiar las posibles localizaciones de las células leucémicas en el SNC
que les sirven de santuario, permitiéndolas sobrevivir a la quimioterapia y a la respuesta inmune del
paciente, una cuestion que, en el caso de la LLA, a dia de hoy no ha sido desentrafiada. En este sentido,
conocer las interacciones que, en dichos nichos, establecen las células leucémicas y las células del SNC,
asi como el resultado de las mismas, puede resultar fundamental tanto para abordar los nuevos

tratamientos en fase de ensayo clinico como para desarrollar, en un futuro, nuevas estrategias

49



Hipdtesis y Objetivos

terapéuticas mas efectivas a la hora de controlar la EMR extramedular. Por otra parte, todos los trabajos
que analizan la condicién neuroldgica de los pacientes de LLA a lo largo de la vida atribuyen las
alteraciones encontradas al tratamiento quimioterapico, siendo muy pocos los trabajos que recogen el
dafio en el SNC producido directamente por la propia infiltracion leucémica en un cerebro aln en
desarrollo (pacientes pediatricos) y, cuyos efectos no seran anulados con la reduccién de los efectos

secundarios de la actual quimioterapia intratecal.
A tenor de lo anterior, los objetivos del presente trabajo son:
1. Estudiar la localizacion de las células leucémicas en el SNC en un modelo animal de LLA.

2. Evaluar los cambios histoldgicos y funcionales en el SNC como consecuencia de la infiltracién

leucémica abordando sus efectos en la neurogénesis.
3. Analizar el plexo coroideo como nicho para células leucémicas.
4. Evaluar la relevancia de BMP4 y su via de sefializacion en la infiltracion leucémica.

5. Validar prospectivamente el valor prondstico de BMP4 y el estado de la via candnica de

sefializacion de BMP4 en los blastos leucémicos en nifios diagnosticados de LLA.
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Material y Métodos

1. Muestras de pacientes

Las muestras primarias utilizadas en este estudio proceden del aspirado de médula ésea de pacientes
pediatricos diagnosticados de LLA, sin hacerse, en ningln caso, extracciones adicionales. Las muestras
han sido proporcionadas por el Hospital Nifio Jesus de Madrid con la participacién del Grupo de Estudios
Bioldgicos de la LLA infantil que agrupa a todos los laboratorios espafioles dedicados al diagndstico y
seguimiento de esta enfermedad. El presente estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Nifio Jesus de Madrid y, en todos los casos se obtuvo el consentimiento informado previo de padres o

tutores.

Para los estudios de expresidn génica, se han analizado un total de 174 muestras procedentes de tres
centros diferentes, el Hospital Universitario Nifio Jesus de Madrid, el Hospital Sant Joan de Déu de
Barcelona y el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia. Las caracteristicas de los pacientes

estan recopiladas en las (Tablas 2 y 3).

Grupo n %
Nifos 93 53,14
Nifas 82 48,86
LLA-B 145 82,86
LLA-T 29 16,57
Riesgo no alto 146 83,43
Riesgo alto 29 16,57
EMR- (dia 33) 93 79,49
EMR+ (dia 33) 24 20,51
No recaida 153 87,43
Recaida 22 12,57
Vivos 167 95,43
Fallecidos 8 4,57

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes de LLA. Mediana de seguimiento 1322 dias.
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Grupo n %
Nifios 67 54,92
Nifias 55 45,08
LLA-B 122 100
EMR- (dfa 33) 72 88,89
EMR+ (dia 33) 9 11,11
No recaida 107 87,7
Recaida 15 12,3
Vivos 118 96,72
Fallecidos 4 3,28

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes de LLA-B del grupo de riesgo no alto. Mediana de seguimiento 1322 dias.

2. Estudios in vivo

2.1 Animales de experimentacion

Para el desarrollo del presente trabajo se han utilizado ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-Prkdc
scid IL2rg tm1Wijl /Sz)) y ratones C57/BL6 de entre 8 y 12 semanas suministrados por Jackson Laboratories
(Bar Harbor, Maine, EE.UU) y mantenidos en el animalario del CIEMAT (Centro de Investigaciones
Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas) y en el animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM) en un ambiente libre de patégenos en el caso de los ratones
inmunodeficientes, y en condiciones estandar de humedad y temperatura, con acceso libre a comida y
agua, asi como ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los procedimientos animales han sido
aprobados por el Comité Etico de Experimentacién y Bienestar Animal de la Universidad Complutense de

Madrid y de la Comunidad de Madrid.

2.2 Modelo xenogénico de leucemia linfoblastica aguda

Para el establecimiento del modelo xenogénico de LLA, los ratones NSG fueron trasplantados con 0.5-5 x
108 células de muestras primarias de leucemia linfobldstica aguda (Tabla 4) o células de la linea celular
Nalm6 mediante inyeccidn intravenosa en la vena de la cola. En los casos en los que se indica, las células
fueron marcadas con CFSE antes del trasplante. El injerto de las células leucémicas se comprobd mediante
el analisis, por citometria de flujo, de la presencia de éstas en sangre periférica semanal o
quincenalmente, segun el disefio experimental. A continuacién, los ratones fueron monitorizados
regularmente hasta la aparicidon de sintomas clinicos (pelo erizado, aturdimiento, letargo, pardlisis) que
determinaron el momento de eutanasia mediante dislocacion cervical. En los casos en los que se indica,

los animales fueron sacrificados antes de la aparicién de esta sintomatologia.
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. . . Afectacion , SLE
Paciente Fenotipo Sexo Blastos (%) Riesgo SNC EMR Recaida (dias)
1 B F 90 Alto - + + 280
2 B F 90 No alto - - - 2592
3 B M 90 No alto - - - 2920
4 B M 95 Alto - + - 2555
5 B M 90 No alto - - - 2957
6 B M 90 No alto - - - 1280
7 B M 95 No alto o o o 1277
8 B F 90 No alto - - - 1095
9 B M 95 No alto - - - 1058
10 B M 95 No alto - - - 620
11 B M 90 = = - + 1004

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes de LLA-B cuyas células fueron utilizadas en el modelo xenogénico de LLA.
SLE: Supervivencia libre de enfermedad.

2.3 Recoleccidon de muestras bioldgicas

Para comprobar el injerto de las células leucémicas, asi como para hacer un seguimiento de la
enfermedad, se extrajeron periddicamente muestras de sangre de unos 100 pl mediante puncion en la
vena de la cola. Esto se llevé a cabo utilizando una cdmara de metacrilato como medio de sujecién que,
ademads, facilitaba la exposicion de la cola. A continuacién, las células fueron marcadas con dos
anticuerpos, uno frente a la molécula CD45 de ratén (Ly5.1) y otro frente al antigeno CD19 de las células
humanas, distinguiendo asi las células sanguineas del ratdn y las células leucémicas humanas que habian

injertado como se muestra en la Figura 4.

Antes de ser sacrificados, los animales fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de
ketamina (50mg/kg) y medetomidina (0,5mg/kg) para proceder, a continuacion, a la obtencion de sangre
periférica mediante un corte en la vena subaxilar. En algunos casos, los animales fueron perfundidos con
tampon fosfato 0,1M (PBS) seguido de una solucion fijadora de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. A
continuacion, los animales fueron sacrificados mediante dislocacidon cervical y se extrajeron: el fémur de
ambas patas para la posterior extraccidn de la médula 6sea, el bazo y el cerebro. De todos ellos se llevé a

cabo el consiguiente analisis histoldgico y/o por citometria de flujo.

Células leucémicas
T 5

10*

hCD19

10?

10'
10' 10? 10° 10* 10°

mCD45

Figura 4. Cuantificacion del porcentaje de injerto (células hCD19* mCD45°) en sangre periférica.
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2.4 Obtencidn de suspensiones celulares a partir de tejido

Las muestras de cerebro extraidas de los animales fueron disgregadas, en la mayor parte de los casos,
mecanicamente con el émbolo de una jeringa estéril y la suspensidn celular resultante filtrada a través de
una membrana porosa (40um de diametro del poro). En los casos en los que se llevo a cabo el estudio del
nicho neurogénico de la SVZ, tanto el cerebro como la SVZ fueron disgregados utilizando un kit comercial
de disociacidn de tejido neural segun las recomendaciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Brevemente,
el tejido fue troceado y digerido en una solucién con tripsina-EDTA (0,1mM) (Lonza) con la ayuda de un
disociador (GentleMACS Octo Dissociator, Miltenyi Biotec). Una vez filtrada la muestra, las células muertas
fueron eliminadas (Dead Cell Removal Kit; Miltenyi Biotec). En los casos en los que se pretendia excluir
del analisis las células que se depositan sobre la superficie cerebral pero que no habian penetrado en el
parénquima, los cerebros fueron sometidos a varios lavados con PBS - acido etildiamino tetraacético

(5mM) (PBS-EDTA) antes de ser disgregados.

En cuanto a los bazos, una vez extraidos eran disgregados mecdnicamente con un homogenizador tipo
Potter. Por su parte, las células procedentes de médula dsea se obtuvieron a partir del fémur. Para ello,
las epifisis del hueso fueron eliminadas mediante un corte, permitiendo asi la entrada de una jeringa por
uno de los extremos hacia la cavidad medular del hueso. El contenido de ésta (PBS 1%EDTA 1%BSA) se
vacié en el interior del hueso para lavar el mismo y posteriormente, recoger la suspension celular obtenida

a través del extremo contrario del hueso.

Las suspensiones celulares obtenidas, fueron filtradas y utilizadas para determinar el porcentaje de
infiltracion leucémica en cada uno de los drganos, asi como para realizar el estudio fenotipico de las

poblaciones celulares infiltrantes mediante citometria de flujo.

2.5 Administracion subcutanea de tratamientos

La administracion in vivo de DMH1 (Tocris, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), un inhibidor de la
sefializacidn candnica de BMP o su vehiculo, DMSO, se llevé a cabo mediante la implantacién de bombas
microosméticas (ALZET, modelo 1002) que permitian la liberacidn diaria del tratamiento a un flujo
constante de 0,25ul/hora durante 14 dias. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, las bombas se
cargaron el dia anterior al implante y se mantuvieron durante 12 horas en una solucion salina a 37 °C para

equilibrarlas y asegurar la correcta liberacién del tratamiento.

Antes de la implantacion, los animales fueron anestesiados con una solucién de ketamina (50mg/kg) y
medetomidina (0,5mg/kg) inyectada intraperitonealmente y se les aplicé lubricante oftalmoldgico para
evitar el dafio ocular. Tras rasurar la zona y esterilizarla, se realizé una pequefia incision en la zona media
interescapular y se separd la piel del tejido conjuntivo para poder insertar la bomba en posicion

subcutanea. Finalmente, se suturd la piel, se administré atipamezol (0,5mg/ml) para revertir la anestesia
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y los animales fueron depositados en una cama calefactora con el objetivo de mantener la temperatura

corporal y evitar la hipotermia hasta su completa recuperacion.

Los animales fueron tratados con 3mg/kg de DMH1 al dia. En los casos en los que se indica, el inicio del
tratamiento tuvo lugar una vez detectado el injerto y se mantuvo hasta el momento de la eutanasia,
determinado por la aparicién de sintomas clinicos en los individuos del grupo control. Transcurridos 14
dias después del implante, las bombas subcutaneas fueron sustituidas por nuevas bombas previamente
cargadas para asegurar el mantenimiento del tratamiento. En ocasiones, sin embargo, estos dispositivos
subcutaneos se implantaros 3 dias antes del trasplante de las células leucémicas, manteniéndose de

nuevo hasta el momento en el que los animales fueron sacrificados, 16 horas después de la infusion.

2.6 Administracion intra-cerebroventricular de tratamientos (ICV)

Una vez comenzaban a detectarse los primeros sintomas clinicos en los animales que estaban
desarrollando la enfermedad, el inhibidor DMH1 (3,5mg/ml) o su diluyente, DMSO, asi como los mismos
farmacos utilizados en la TIT como parte del protocolo de tratamiento de los pacientes pediatricos, se
administraron a los ratones mediante inyeccion intra-cerebroventricular. Los farmacos utilizados fueron:
metotrexato (3,2mg/ml; Pfizer, Nueva York, NY, EEUU), citarabina (6,4 mg/ml; Pfizer, Nueva York, NY,
EEUU), e hidrocortisona (10mg/ml). Por su parte, el grupo control recibié el mismo volumen de solucion
salina (0,09% NacCl). Para ello, los animales se colocaron en un estereotaxico (KOPF Instruments, EE.UU.)
y se mantuvieron anestesiados con una mezcla de isofluorano en oxigeno (5%induccion, 1-
3%mantenimiento) a lo largo de toda la cirugia. La piel de la zona superior al craneo fue rasurada y
desinfectada antes de realizar una incisién anteroposterior que dejase éste al descubierto. En cada animal
se calcularon las coordenadas correctas para realizar la inyeccién en el ventriculo lateral, usando el
Bregma como referencia (antero-posterior = -0.58, medio-lateral = +1 y dorso-ventral = -2.3). Una vez
localizadas éstas, se realizd un orificio para permitir la entrada de una jeringa Hamilton (32G) y proceder
a la administracion del tratamiento en un volumen de 2ul y a una velocidad controlada de 0,2pl/min.
Durante todo el proceso, la temperatura corporal del ratén fue monitorizada para asegurar que se
mantenia dentro de un rango apropiado. Una vez finalizada la inyeccion, se suturd la piel y los animales
se depositaron en una cama calefactora hasta su completa recuperacion. Los animales fueron sacrificados
48 horas después de la administracion del tratamiento y sus érganos procesados para el analisis

histoldgico y por citometria de flujo.
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2.7 Tests de comportamiento

2.7.1 Test de la cuerda transversal

La evaluacion de los déficits funcionales en la coordinacion motora se realizé colocando a los animales
con sus patas delanteras en el centro de una cuerda de 60 cm de largo unida a dos plataformas, segtn lo
descrito anteriormente por Doeppner et al. ¥’°. Para evitar que los animales pudieran sufrir dafios
derivados de la caida de la cuerda, el test se llevd a cabo sobre una superficie acolchada. En esta prueba
se analizaron dos parametros: el tiempo que los animales se mantenian en la cuerda y la llegada o no a
una de las dos plataformas situadas a cada extremo de la cuerda. El tiempo maximo de duracién de la
misma era de 60 segundos y, teniendo en cuenta ambos parametros, a cada animal se le asignaba una
puntuacién de 0 a 20, segun se detalla en la tabla 5. Cada animal fue evaluado semanalmente desde el

trasplante de las células leucémicas hasta la aparicidn de los sintomas que comprometia su supervivencia.

Puntuacion | Tiempo (seg) I:::gtzc:::nlz
20 1-6 +
19 7-12 +
18 13-18 +
17 19-24 +
16 25-30 +
15 31-36 +
14 37-42 +
13 43-48 +
12 49-54 +
11 55-60 +
10 55-60 -

9 49-54 -
8 43-48 -
7 37-42 -
6 31-36 -
5 25-30 -
4 19-24 -
3 13-18 -
2 7-12 -
1 1-6 -
0 0 -

Tabla 5. Criterios de evaluacion para el test de la cuerda transversal.

2.7.2 Prueba de fuerza de agarre

Para identificar cambios en la fuerza de los roedores derivados del desarrollo de la enfermedad, éstos
fueron sometidos a una prueba de fuerza de agarre o Grip Strength Test. Al inicio del test, los animales
se colocaron sobre la cara superior de la rejilla de una jaula sostenida horizontalmente a 20 cm por encima

de ésta. A continuacidn, se giraba la rejilla 180° a lo largo de su eje horizontal y se mantenia en esta
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posicidon durante un tiempo de 60 segundos para determinar el tiempo que los animales eran capaces de
mantenerse agarrados. Con el objetivo de evitar posibles dafios en caso de caida, la jaula fue recubierta
por una superficie acolchada durante el desarrollo de la prueba. Cada roedor fue evaluado semanalmente
desde la infusidn de células leucémicas hasta la aparicién de los sintomas y, cada vez, la prueba se repitid

dos veces para calcular la media de tiempo que cada uno se mantenia agarrado a la rejilla.

2.7.3 Prueba de discriminacion olfativa

La capacidad para discriminar diferentes olores se evalud utilizando una adaptacién de los test de
habituacién/deshabituacién anteriormente descritos ¥. Para ello, se usaron jaulas completamente
limpias en las que los ratones fueron expuestos individualmente a diversos odorantes impregnados en
bastoncillos de algoddn que se depositaban en la parte superior de la jaula. Dos dias antes de la realizacion
de la prueba, se llevd a cabo una sesion de familiarizacién con el procedimiento en la que se mantuvo a
cada ratén en la jaula con un bastoncillo impregnado de aceite mineral durante 10 minutos. Asimismo,
el dia de la prueba de discriminacion olfatoria, ésta se inicié con un periodo de exposicidn al aceite mineral
durante 5 minutos. A continuacion, éste se fue sustituyendo por nuevos bastoncillos empapados con 10uL
de diferentes odorantes diluidos en aceite mineral siguiendo la siguiente secuencia: cuatro exposiciones
sucesivas al primero (Octanal, Sigma); una exposicion a un segundo olor similar al primero, un
enantiomero del mismo (Heptanal, Sigma); dos nuevas exposiciones al primer odorante; y una ultima
exposicion a un olor completamente diferente (Anisole, Sigma). Cada exposicion tuvo una duracién de 90
segundos dejandose un intervalo de dos minutos entre una y otra. El test completo se registrd con una
videocdmara y se cuantific6 manualmente el tiempo que cada animal invertia en la exploracién del
bastoncillo impregnado con el odorante, olfateando o dirigiéndose hacia el mismo, acercandose (2-3cm)
o contactando con él. Al finalizar la prueba, la caja se limpidé cuidadosamente con etanol 70% para eliminar

olores y restos organicos que pudieran influir en la realizacidn del test al siguiente animal.

2.8 Técnicas histoldgicas

Las muestras de tejido extraidas inmediatamente después de sacrificar a los animales se sumergieron en
una solucidn fijadora de PFA al 4% en PBS durante 24 horas a 4°C. A continuacién, se lavaron con
abundante PBS y el tejido fue transferido a una solucién de sacarosa al 30% en PBS donde se mantuvo
durante 48 horas. Finalmente, las muestras se sumergieron en OCT (Tissue-Tek, Miles, Elkhart, In., EEUU),
se congelaron rapidamente y se mantuvieron almacenadas a -80°C hasta el momento de su
procesamiento. Posteriormente, criosecciones de 8-10 um fueron obtenidas en un criostato (Shandon
Cryotome E; Thermofisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA). Estas se mantuvieron a -20°C

hasta el momento en el que se realizé la inmunodeteccion.

Algunas muestras de tejido fueron incluidas en parafina. Para ello, tras permanecer durante 24h en

solucidn fijadora de PFA al 4% en PBS, se llevd a cabo la deshidratacion de la muestra en alcoholes de
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graduacion creciente (etanol 50%- 100%) y su posterior aclaramiento en Clear-Rite 3 (Termofisher
Scientific). Después, las piezas fueron sumergidas en distintas soluciones de parafina liquida durante, al
menos, 3 horas para finalmente colocarlas en la orientacién deseada y formar un bloque sdlido de
parafina. La muestra incluida en parafina fue seccionada en un microtomo (Shandon Finesse 325;
Thermofisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, USA) en el que se obtuvieron cortes con un grosor

de 10 um.

2.8.1 Tincidn con hematoxilina-eosina

Las secciones obtenidas a partir de piezas incluidas en parafina fueron desaparafinadas antes de tefiirse
con hematoxilina-eosina (H-E). Para ello, éstas fueron sumergidas en xileno (3min x 3) y en alcoholes de
graduacion decreciente (100%- 30%). A continuacién, fueron lavadas e incubadas con hematoxilina
(15min) y eosina (7min) vy, tras eliminar los restos de colorante, los cortes se deshidrataron con
concentraciones crecientes de alcohol (96%-100%) y xileno (3 lavados). Finalmente, las preparaciones se

montaron con balsamo de Canada (Merck S.L) que permite la preservacion de la muestra.

2.8.2 Inmunofluorescencia

En las secciones congeladas obtenidas, las uniones inespecificas fueron bloqueadas mediante su
incubacidn en una solucién que contenia suero de burro al 5%, (Jackson Immunoresearch), glicina al 1%,
TritonX-100 al 0,1% y azida sddica al 0,05% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, las muestras se incubaron durante 24 horas a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos en
la solucion bloqueo (Tabla 6). Tras realizar 3 lavados de 5 minutos en PBS, los cortes se incubaron con los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a distintos fluorocromos (Alexa-Fluor 488, Alexa-
Fluor 594, DyLight™ 405) (Tabla 7) y diluidos en la solucién bloqueo, durante 1 hora a temperatura
ambiente y en oscuridad. En los casos en los que se indica, se utilizé el kit comercial In Situ Cell Death
Detection Kit (Roche) de acuerdo con las indicaciones del fabricante para la deteccidon de células
apoptdticas mediante el método TUNEL (dUTP-X nick end labeling). Los nucleos de las células se tifieron
con Hoechst 33258 (Molecular Probes, Invitrogen) durante 10 minutos para identificar todas las células
presentes en las secciones de tejido y, finalmente, las preparaciones se montaron con un medio especifico

para preservar la fluorescencia (FluorSave Reagent; Calbiochem).

El estudio mediante fluorescencia de la localizacidn de las células leucémicas, asi como de los cambios
histoldgicos producidos por la leucemia se llevd a cabo en, al menos, 3 animales trasplantados con cada
una de las muestras primarias utilizadas en este trabajo y, en paralelo, en animales infundidos con la linea

celular Nalmeé.

El analisis de las secciones se realizé con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ci. La adquisicion
de las imagenes con una cdmara Nikon Digital sight DS-U3 y el software Nis-Elements D. Asimismo, para

el procesamiento de las imagenes se utilizé el software Fiji.
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Anticuerpos primarios
p p Py Casa .
Antigeno Huésped Clon Dilucion . Referencia
Comercial
Pan-CK Ratén C11 1:400 Sigma F3418
Laminina Conejo policlonal 1:300 Sigma L9393
Ibal Conejo NCNP24 1:500 DAKO 019-19741
Ki67 Conejo policlonal 1:100 abcam ab15580
GFAP Pollo policlonal 1:200 Merck Millipore AB5541
Coldgeno tipo 1 alfa 1 Conejo policlonal 1:100 Sigma HPA011795
CD19 Ratén A3-B1 1:100 Immunostep 19PU-01MG
MAP2 Pollo policlonal 1:500 abcam HPA011795
ER-TR7 Rata 1:50 Santa Cruz sc-73355
CD31 Rata MEC 13.3 1:100 BD Biosciences 550274
Caspasa 3 Conejo policlonal 1:400 Sigma C8487
a-actina de musculo . . .
liso (a-SMA) Conejo EPR5368 1:100 Merck Millipore MABT381
Vimentina Conejo monoclonal 1:100 CellSignaling 5741
Tabla 6. Listado de anticuerpos primarios.
Anticuerpos secundarios
Nombre Antigeno Huésped Dilucién Casa Comercial Referencia
Alexa Fluor 594 Highly . . Thermofisher
Cross-Adsorbed Conejo I1gG (H+L) Burro 1:500 Scientific A21207
Alexa Fluor 488 Highly . . Thermofisher
Cross-Adsorbed Conejo I1gG (H+L) Burro 1:500 Scientific A-21206
Alexa Fluor® 488 Pollo IgY (IgG) . Jackson
AffiniPure (H+L) Burro 1:500 Immunoresearch 703-545-155
DyLight™ 405 Pollo 1gY (1gG) . Jackson
AffiniPure (H+L) Burro 1:500 Immunoresearch 703-475-155
Alexa Fluor® 594 Pollo IgY (IgG) . Jackson
AffiniPure (H+L) Burro 1:500 Immunoresearch 703-585-155
Alexa Fluor 488 Highly . Thermofisher
Cross-Adsorbed Rata 1gG (H+L) Burro 1:500 Scientific A-21208
Alexa Fluor 488 Highly , . Thermofisher
Cross-Adsorbed Ratdn IgG (H+L) Burro 1:500 Scientific A-21202
Alexa Fluor 594 Highly , . Thermofisher
Cross-Adsorbed Ratén IgG (H+L) Burro 1:500 Scientific A-21203

Tabla 7. Listado de anticuerpos secundarios.

2.8.3 Microscopia electrénica de transmision

Para el estudio mediante microscopia electrdnica, los cerebros obtenidos de animales que habian
desarrollado la enfermedad a partir del trasplante de muestras primarias de LLA-B se fijaron por inmersidn
en tampon cacodilato 4% de glutaraldehido, la postfijacidn se llevé a cabo con tetréxido de osmio al 1%
y, por ultimo, las muestras fueron deshidratadas en acetona para su posterior inclusion en resina Araldite
(Sigma-Aldrich). En un ultramicrotomo OM-U3 (Reichert Inc., Buffalo, NY, EEUU) se obtuvieron secciones
ultrafinas que se contrastaron doblemente con acetato de uranilo y citrato de plomo para su analisis en
un microscopio electrénico JEM 1010 (JEOL, Tokio, Japdn) en el ICTS Centro Nacional de Microscopia

Electrénica en la UCM.
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2.8.4 Cuantificacion semicuantitativa de la infiltracion en el cerebro

A partir de los cerebros extraidos de animales trasplantados con muestras primarias de LLA-B, se
analizaron al menos 10 secciones representativas de uno de los dos hemisferios cerebrales para identificar
las zonas en las que las células tumorales se localizaban con mayor frecuencia y realizar una cuantificacion
semicuantitativa de la carga tumoral en cada una de éstas. Asi, el grado de infiltracidn se clasificaba en:
ausencia de células (-), pequefios grupos de 2- 10 células (+), grupos de 10-50 células (++) y grandes
acumulos de células leucémicas (+++), basado en el marcaje con un anticuerpo frente al antigeno CD19

(n=3-5 animales/muestra).

2.9 Resonancia magnética

Los experimentos de imagen de resonancia magnética (IRM) se llevaron a cabo en el equipo Biospec BMT
47/40 (Bruker Biospin, Ettlingen, Alemania) del CAl de Resonancia Magnética Nuclear y de Espin
electrdnico de la UCM, que posee un campo magnético de 4.7 Teslas. Se empled un sistema de gradientes
de 6 cm de didmetro interno capaz de alcanzar un gradiente maximo de 450 mT/m. Los animales se
anestesiaron mediante una mezcla de isoflurano en oxigeno y se dispusieron en posicidon decubito prono
en el interior de una antena de radiofrecuencia de volumen de 3 cm de didmetro interno. Los animales se
mantuvieron anestesiados a lo largo de todo el experimento. Se les colocd una canula no magnética en la
vena lateral de la cola para la inyeccion del agente de contraste. Durante el tiempo de duraciéon del
experimento se monitorizod la respiracion de los animales y la temperatura corporal se mantuvo a 36 °C

mediante un sistema de recirculacién de agua caliente.

Antes de la inyeccidn del agente de contraste se adquirieron imagenes de RM potenciadas en T1y en T2
del cerebro completo de los animales empleando secuencias de espin y de eco de espin rapido (RARE,
rapid acquisition with relaxation enhancement), respectivamente. Para el caso de las imagenes
potenciadas en T1, el tiempo de repeticion (TR) y el tiempo de eco (TE) fueron 539 y 8.5 ms. Para las
imagenes potenciadas en T2: TR/TE=2735/75.36 ms. Los planos de las imagenes fueron los mismos para
ambos experimentos: campo de visidn o field of view (FOV) = 2.56 x 2.56x1.5 cm3, matriz de imagen =
256x256x15. El tiempo total de ambos experimentos fue aproximadamente de 11 minutos. Al finalizar la
adquisicion de las imagenes pre-contraste se hizo una inyeccion intravenosa de 0.1 ml/kg del agente
delcontraste basado en Gd (gadobenato de dimeglumina, Multihance, Bracco Imaging S.p.A., Milan, Italia)
y se repitio la secuencia de los dos experimentos de eco de espin potenciados en T1y T2 a lo largo del

tiempo. El tiempo total varié desde 1 hora hasta 2 horas, dependiendo de la severidad de la enfermedad.
Los datos se analizaron empleando el programa ImagelJ 1.52h (NIH, Bethesda, EEUU).

El agente de contraste basado en Gd produce una disminucion del tiempo de relajacién T1 lo que se
traduce un aumento de la sefial en las imagenes potenciadas en T1. Por tanto, para el calculo de la

severidad del dafio en las barreras cerebrales se emplearon las imagenes potenciadas en T1, ya que en
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aquellas regiones del cerebro en las que las barreras no estén intactas se producird un aumento de la
sefial en la imagen T1 debido a que el agente de contraste basado en Gd difundira del sistema vascular al

espacio intersticial.

En primer lugar, se corrigieron los posibles movimientos de traslacion y rotacidn de las imagenes post-
contraste en las tres direcciones espaciales, tomando como referencia las imagenes previas a la inyeccién
del agente de contraste. Luego, se definieron regiones de interés (ROIs) en diferentes zonas del cerebro
y en todos los cortes (Figura 5). Finalmente se calculd el valor, relativo respecto al valor pre-contraste, de

la intensidad media de cada ROl en cada punto temporal. Este valor relativo se calcula segun la formula:
I_rel=(I_i-1_0)/1_O

Donde I_rel corresponde a la intensidad relativa de cada ROl y punto temporal, |_i es la intensidad media
del ROI en dicho punto temporal e I_0 es la intensidad media del ROI en la imagen previa a la inyeccion

del contraste.

De este modo aquellos ROIs en zonas cerebrales en las que las barreras cerebrales no estan intactas se
observa un aumento del valor de |_rel. Ademas, este aumento es mayor cuanto mayor sea la severidad

del dafio en la barrera.

Bregma +3 Bregma O Bregma-3 Bregma-7

Figura 5. Imdgenes representativas en las que se muestran los ROIs definidos para el andlisis.

3. Estudios in vitro

3.1 Obtencidn y cultivo de lineas celulares leucémicas

Las células leucémicas utilizadas para los ensayos in vitro fueron lineas leucémicas establecidas debido a
la imposibilidad para mantener las células primarias en cultivo. También se utilizaron en algunos estudios
in vivo, como se ha indicado anteriormente. Tanto las células leucémicas Nalm6 (ACC128) como las células
Tom1 (ACC578) proceden de pacientes diagnosticados de leucemia linfoblastica aguda tipo B (LLA-B)
obtenidas en DMSZ (Brunswick, Alemania) (Tabla 8). Estas células se expandieron a una densidad de 1x108
células/ml en medio RPMI 1640 (Lonza Hopkinton, MA, EEUU) suplementado con suero bovino fetal (SBF)
al 10%, 2mM de L-glutamina, 100 U/MI de penicilina y 100ug/ml de estreptomicina. Se mantuvieron para

ello en un incubador de 37°C, en una atmdsfera himeda y al 5% de COa..
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q L. Riesgo i
Linea . . Alteracion g Genohpe
.. Inmunofenotipo Origen ... de . .
leucémica genética B Negativo Positivo
recaida
Establecida en 1976 a CD3; CD37; CD80;
partir de sangre periférica sm/cylG; CD10; CD19:
Nalmé LLA pre-B de un varén de 19 afios | No descrita RE sm/cylgM; CD138; cyC79a;
diagnosticado de LLA en sm/cykappa; cylgM; HLA-DR
fase de recaida sm/cylambda
Estat.>IeC|da e.n 1983 a CD2; CD3; CD7; CD10; CD13;
partir de aspirado de CD80; CD138;
médula ésea de una 1(9;22) sm/cylgG; €D19; CD20;
Tom1 LLA pre-B , . i RA vigta; CD34; CD37;
mujer de 54 afios BCR-ABL1 sm/cylgM;
. . CD38; cyCD79a;
diagnosticada de LLA BCR- sm/cykappa; HLA-DR
ABL sm/cylambda

Tabla 8. Caracteristicas de las lineas celulares leucémicas.

Posteriormente, estas células fueron sembradas en placa de 24 pocillos a una densidad de 1x10°
células/ml en su medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de BMP4 recombinante humano
(0,01,0,1, 1, 10 0 100ng/mL) (Humanzyme Inc., Chicago, EEUU) o con el inhibidor de receptores BMP tipo
I, DMH1 (10uM; Tocris, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se contaron en viabilidad con azul tripan

(Merck Millipore, Sigma-Aldrich, Espafia). Los tiempos de cultivo se indican en cada caso.

3.2 Transduccion de la linea celular Nalmé

El establecimiento de una linea leucémica (Nalm6) que sobreexpresase BMP4 (Nalm6-BMP4), se consiguio
mediante la transduccion de estas células con un vector lentiviral que contiene el gen de BMP4. Para ello
se utilizé el plasmido comercial pCMV-SPORT6 que contenia el gen que codifica para BMP4 (Clone Id:
4399276; Termofisher) y, mediante el sistema de recombinacién Gateway®, la secuencia codificante para
el gen de interés fue transferida al plasmido de expresion lentiviral p-LNT-SFFV-WPRE. Esta tecnologia
esta basada en dos reacciones de recombinacidn consecutivas: la reaccidon BR, mediante la cual el gen que
codifica para BMP4 se transfiere desde el plasmido pCMV-SPORT6 al plasmido donante (pDONR™ 201;
Invitrogen) para formar el plasmido de entrada que, posteriormente, en la reaccién de recombinacion LR,
transfiere el gen BMP4 al plasmido lentiviral de destino p-LNT-SFW-WPRE obtenido del Dr. Adrian
Thrasher a través del Dr. Peter van der Sluijs, (University College London, Londres, Reino Unido). Estas
reacciones fueron catalizadas por las clonasas BP y LR, respectivamente (Termofisher Scientifc). Bacterias
competentes (DH5a) fueron transformadas mediante choque térmico con las reacciones de
recombinacién vy, los plasmidos de entrada y de expresién lentiviral fueron seleccionados con el
antibiodtico correspondiente. Para la purficacién de los plasmidos se utilizé el kit High Pure Plasmid
Isolation kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos lentivirales de expresidn p-

LNT-SFW-WPRE-BMP4 se confirmaron mediante secuenciacion.

Los vectores lentivirales para la sobreexpresion de BMP4 fueron generados en células HEK-293T mediante
la transfeccion conjunta de tres plasmidos de expresion: (1) p8.91, un plasmido que contiene los genes

III

estructurales “Gag-Pol” del retrovirus de la inmunodeficiencia humana, necesarios para que se ensamblen
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las particulas lentivirales; (2) pMDG, un pldsmido que expresa la glicoproteina G del virus de la estomatitis
vesicular y cuya funcidn consiste en proveer a los lentivirus de una envoltura diferente a la del retrovirus
para poder infectar otras células diferentes de las que infecta el VIH, un proceso de cambio de envoltura
conocido como pseudotipaje; (3) p-LNT-SFW-WPRE-BMP4, el plasmido de expresion lentiviral que
contiene el gen BMP4, tal y como se ha descrito previamente 81, En paralelo se generaron vectores
lentivirales vacios (p-LNT-SFW-WPRE). Para la transfeccidon de las células HEK293T se utilizé Fugene-6
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras 48 y 72 horas de cultivo, el sobrenadante del

cultivo con las particulas lentivirales generadas fue recogido y almacenado a -80°C hasta su utilizacion.

La transduccion de las células Nalm6, se llevd a cabo sembrando 500.000 células por pocillo en una placa
de 24 pocillos e infectando con diluciones seriadas de los lentivirus generados vacios y que expresaban
BMP4. A los 7 dias tras la infeccidn, los niveles de expresion del ARNm de BMP4 se evaluaron mediante
PCR cuantitativa a tiempo real, asi como los niveles de proteina producidos por estas células que fueron
cuantificadas por ELISA. Se observd un aumento tanto en los niveles de ARN mensajero como de la
proteina BMP4 proporcional al nimero de particulas lentivirales con que fueron infectadas las células
Nalmé. Las células Nalm6 que mostraron los maximos niveles de transduccién y de expresién de BMP4 se

utilizaron en posteriores experimentos.

En los ensayos de bloqueo de BMP4 producido por las células Nalm6-BMP4, éstas se sembraron en placa
de 24 pocillos a una densidad de 1x10° células/ml en su medio de cultivo y en presencia de
nanoanticuerpos C4C4, (proporcionados por la Dra. Silvia Calpe, Center for Experimental & Molecular

Medicine, Amsterdam, The Netherlands) a una concentracion de 1000ng/ml.

3.3 Obtenciodn y cultivo de células neurales

Los diferentes tipos celulares procedentes del SNC utilizados se corresponden con células primarias
aisladas por los laboratorios ScienCell Research. Las células endoteliales de la microvasculatura cerebral
son, sin embargo, células inmortalizadas mediante el virus SV40 (Tabla 9). Todas ellas se han cultivado en
el medio de cultivo indicado por el proveedor para su crecimiento en una monocapa adherente al plastico
hasta alcanzar en torno al 90 % de confluencia. En los casos en los que asi se recomendaba, la superficie

de cultivo era tratada previamente con poli-L-lisina o fibronectina.
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Tipo celular Medio de cultivo
Céulas endoteliales de la microvasculatura cerebral .
humana (hMECs) (ABM) PriGrow | (ABM)
Células endoteliales del plexo coroideo humano (HCPEC) Medio de cultivo para células endoteliales (ScienCell Research
(ScienCell Research Laboratories) Laboratories)
Fibroblastos del plexo coroideo humano (HCPF) (ScienCell Medio de cultivo para fibroblastos (ScienCell Research
Research Laboratories) Laboratories)
Células epiteliales del plexo coroideo humano (HCPEpiC) Medio de cultivo para células epiteliales (ScienCell Research
(ScienCell Research Laboratories) Laboratories)

Tabla 9. Células del SNC utilizadas en los ensayos in vitro.

3.4 Co-cultivos

Las co-cultivos de los diferentes tipos celulares del SNC con las células leucémicas Nalmé6 o Tom1 se
realizaron a una ratio 1:30 en placas de 24 pocillos. Las células del SNC se cultivaron previamente durante
48 horas a una densidad de 5x 103 células/cm? en su medio correspondiente y, a continuacién, las lineas
celulares leucémicas fueron afiadidas en soportes transwell con poros de 0.4 um (Corning, NY, EEUU)
resuspendidas en RPMI 1640 suplementado con 2% de SBF, 2mM de L-glutamina, 100 U/MI de penicilina
y 100ug/ml de estreptomicina. Los co-cultivos en sistema transwell fueron mantenidos en un volumen de
700 pL con los medios de cultivo de cada tipo celular al 50% durante distintos periodos de tiempo: 12y
72 horas. En algunos casos, se establecieron co-cultivos en contacto directo, sin soportes transwell en un
volumen de 500 pL. Para el posterior analisis por inmunofluorescencia de los co-cultivos, éstos fueron
establecidos en cubreobjetos de cristal de 13mm de didmetro. En los experimentos en los que se indica,
los co-cultivos se establecieron en presencia de alguno de los siguientes tratamientos: metotrexato, (0.01,
0.1, 1 pM), citarabina 0.01, 0.1, 1 pM), anticuerpo bloqueante, anti-VLA-4 (10pg/0,5x10%células; BD

Biosciences), DAPT, inhibidor de la y-secretasa (50uM; Calbiochem, Nottingham, RU).

Las células Nalm6 de los co-cultivos con los HCPFb fueron recogidas en dos fases en los experimentos en
los que se indica. En primer lugar, se recogieron las células en suspension y se realizé un lavado con PBS-
EDTA (5mM) para recoger las células que no estaban adheridas fuertemente a la monocapa de HCPFb. A
continuacidn, se recogieron las células leucémicas que requerian de un tratamiento enzimatico con

tripsina para separarse de los fibroblastos, incluidos también en esta segunda fase.

Finalmente, las células de los co-cultivos fueron recogidas para su analisis por PCR cuantitativa a tiempo
real y/o citometria de flujo o fijadas con PFA al 4% en PBS para su analisis por inmunofluorescencia. En

algunos casos, los sobrenadantes fueron recogidos para la posterior cuantificacion de factores solubles.

Las imagenes de los co-cultivos fueron tomadas con una camara Nikon Digital Sight DS-Fil acoplada a un

microscopio invertido de contraste de fases.
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Para el estudio por inmunofluorescencia las células fueron incubadas con anticuerpos primarios (Tabla 6)
durante 45 minutos y, tras sucesivos lavados con PBS, con anticuerpos secundarios (Tabla 7) durante 30
minutos. En los casos en los que se indica las células se marcaron con el reactivo Faloidina conjugado al

fluorocromo “Texas-Red” (Invitrogen, Life Technologies). Todos los nucleos fueron tefiidos con Hoechst.

3.5 Obtencién y cultivo de células madre neurales adultas

El aislamiento de células madre neurales (NSCs) procedentes de la SVZ se realiz6 segun lo descrito
anteriormente por Belenguer et al. ®2. Ratones C57/BL6 de 2-4 meses de edad fueron sacrificados
mediante dislocacidn cervical y sus cerebros extraidos rapidamente. A continuacion, se llevd a cabo la
diseccidén de la SVZ de ambos hemisferios y se sometié a una digestidon enzimatica con tratamiento de
papaina (12 u/ml; Worthington Biochemical Corporation) durante 30 minutos a 37°C para favorecer la
disgregacion del tejido. Tras ello, se realizd una disociacion mecanica hasta la obtencién de una
suspensidn de células que, tras ser lavadas, se cultivaron a una densidad de 15.000-20.000 células por cm?
en su medio de crecimiento, previamente definido por Belenguer et al., y en presencia de los mitégenos
EGF (Epidermal Growth Factor) (20ng/ml) y FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 2) (10ng/ml) hasta la
formacion de neuroesferas como consecuencia de la proliferacidon de las NSCs. Cuando las neuroesferas
alcanzaban un tamafio adecuado, se disgregaban con un tratamiento enzimatico de 10 minutos con

acutasa (Sigma) para obtener NSCs individuales que se sembraron de nuevo para su expansion.

3.6 Ensayos de autorrenovacion

La capacidad proliferativa de las neuroesferas in vitro fue determinada tras el cultivo de las NSCs
individuales a una de densidad de 2,5 células/ul en su medio de crecimiento o en su medio previamente
condicionado por las células leucémicas Nalm6 durante 48 horas. Tras 6-7 dias de cultivo se cuantificd el
numero de neuroesferas formadas, asi como se determiné el didametro de las mismas. En algunos casos,
las neuroesferas pre-tratadas con el medio condicionado se disgregaron y sometieron a un segundo
ensayo de autorrenovacidn, a una autorrenovacion secundaria, esta vez en su medio de cultivo para
discriminar asi los efectos en proliferacion o supervivencia de los efectos en la capacidad de

autorrenovacion de NSCs.

3.7 Co-cultivos NSCs- NALM6

El establecimiento de los co-cultivos entre NSCs y la linea celular Nalmé se llevd a cabo mediante el uso
de insertos transwell con un didmetro de poro de 0,4um (Corning). En primer lugar, las células leucémicas
se sembraron en placas de 24 pocillos y, a continuacion, se cultivaron las NSCs individuales a una densidad
de 10000 células/cm? en el compartimento superior de insertos transwell en presencia de medio fresco o
condicionado previamente por las células tumorales durante 48 horas. Después de 7 dias de co-cultivo se
analizé la formacién y el tamafio de las neurosferas presentes en los co-cultivos en las distintas

condiciones.
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3.8 Ensayos de proliferacion

La capacidad proliferativa de las células fue determinada mediante la tincién con 7AAD (7-
aminoactinomicina D; Sigma). Para ello las células recogidas de los cultivos se lavaron con PBS, se fijaron
y permeabilizaron, incubandose durante 30 minutos a 4°C en etanol al 70% permitiendo asi la
incorporacion de 7AAD al interior las células. Transcurrido ese tiempo, para eliminar los restos de etanol,
las células fueron lavadas con PBS y, finalmente tefiidas con 7AAD a una concentracidn de 25ug/ml. Para
diferenciar la capacidad proliferativa de los diferentes tipos celulares presentes en un mismo cultivo, las
células se marcaron previamente con anticuerpos monoclonales unidos a diferentes fluorocromos (Tabla

10). El andlisis de la proliferacién celular se realizé mediante citometria de flujo.

En ocasiones, el andlisis de las células viables en proliferacién se llevé a cabo utilizando el kit comercial
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (G-3580; Promega, Madison, WI). Este se basa
en una reaccion colorimétrica en la que se forma formazan, un compuesto coloreado, a partir de la
reduccidn del [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium, inner salt (MTS) por accidn de las enzimas deshidrogenasas de las células metabdlicamente
activas. Para ello, 20ul de una solucidn con MTS se incorporaron a los cultivos celulares y se incubaron
durante 4 horas antes de medir la absorbancia a 450nm, en un lector de ELISA (Rayto RT-6100; Rayto Life

and Analytical Sciences Co, Ltd)

3.9 Determinacion de la viabilidad celular

La cuantificacién del porcentaje de células apoptdticas en las distintas condiciones de cultivo se llevd a
cabo mediante la tincion de las células con Anexina-V conjugada a un fluorocromo (Immunostep,
Salamanca, Espafia). Las células fueron incubadas en presencia de cantidades saturantes de Anexina-V en
la solucién tampon hepes durante 30 minutos a 4°Cy, posteriormente, ioduro de propidio (IP; BioLegend,
San Diego, CA, USA) fue afiadido a la suspension celular antes de ser analizada por citometria de flujo. De
esta manera, las células necréticas fueron excluidas por su tamafio y complejidad, asi como por la
captacion de IP, consecuencia de la pérdida de integridad de sus membranas. Las células apoptaticas, sin
embargo, fueron definidas como aquellas positivas para Anexina-V dentro de la poblacion de células que
no incorporaba IP y, finalmente, se consideraron viables aquellas células que excluian IP y no presentaban

Anexina-V unida a su membrana.

En los casos en los que se indica, para discriminar la viabilidad entre las poblaciones presentes en los co-
cultivos, las células se incubaron también con anticuerpos monoclonales conjugados a distintos

fluorocromos (Tabla 12).
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3.10 Tincion con CFSE

Para facilitar la identificacion de las células leucémicas en los co-cultivos, éstas fueron marcadas, en los
casos en los que se indica, mediante la incorporacion del agente fluorescente intracelular CFSE, sin
comprometer su viabilidad. Las células se incubaron con CFSE 2.5 uM (BioLegend, San Diego, CA, USA)
durante 10 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacidn, el exceso de CFSE fue
eliminado tras sucesivos lavados con PBS y afiadidas a los co-cultivos. Posteriormente, fueron analizadas

por citometria de flujo.

3.11 Ensayos de migracién

Las células endoteliales fueron cultivadas en la cara inferior de los insertos transwell (Corning, NY, EEUU),
con poros de 5um, a una concentracién de 2 x 10 células/mL (500pl/pocillo) en su medio correspondiente
durante 2 horas. En ese momento, los insertos transwell fueron recolocados en la placa de 24 pocillos.
Tras 24 horas, las células fueron tratadas con TNF-a (10ng/mL; Immunotools, Friesoythe; Germany)
durante 24hy, a continuacidn, las células leucémicas (0,3 x 10° células) previamente marcadas con CFSE,
fueron afadidas al compartimento superior en RPMI-1640 sin SBF. Tras una incubacién de 4 horas a 37°
Cy 5% de CO: las células del compartimento superior fueron recogidas con PBS 1% EDTA (Fraccién A), y
las del compartimento inferior con un lavado RPMI 10% SBF 1% EDTA y tripsina (Fraccion B). Por ultimo,
se pasaron las células por el citémetro a 12pl/min durante 102 segundos. Asi, mediante el uso de la

siguiente férmula se obtuvo el niUmero de células perteneciente a cada fraccién:
(n2 células FSC/SCC)/ 20,4 ul* 200yl

donde n? células FSC/SSC corresponde al nimero de eventos CFSE positivos, 20,4pl es el volumen que
pasa por el citdmetro durante el tiempo establecido y 200ul hace referencia al volumen total en el que se

encuentran las células.

3.12 Analisis por PCR cuantitativa a tiempo real (PCRq)

El aislamiento y purificacion del ARNm para el posterior analisis de la expresidn génica a partir de células
en cultivo se realizé utilizando el kit Absolutely RNA MicroPrep (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA,
EEUU) que incluye un paso para eliminar la contaminacion con ADN gendmico de digestion con ADNasa.

Para la obtencion de ARNm a partir de tejido, se utilizé el kit miRNeasy Mini Kit (Qiagen).

A partir del ARN, se sintetizd el ADN complementario total (ADNc) con el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
ADNCc obtenidos se utilizaron como molde para el andlisis por PCR cuantitativa empleando sondas Tagman
(Tablas 10y 11). Los controles endégenos que se utilizaron fueron los genes GNB2L1 y GAPDH (Applied
Biosystem). Todas las PCRq se llevaron a cabo por duplicado utilizando el TagMan Fast Universal PCR

Master Mix (Applied Biosystem) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las amplificaciones,
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detecciones y el analisis se realizaron en un 7.900HT Fast Real-time PCR System en el centro de Genémica
de la Universidad Complutense de Madrid. Los datos de expresion génica obtenidos (Ct) se relativizaron

a los ACt y se normalizaron frente a los genes endégenos GNB2L1 y/o GAPDH.

Tabla 10. Ensayos Tagman utilizados para el andlisis de expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real en

muestras humanas.

Tabla 11. Ensayos Tagman utilizados para el andlisis de expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real en

muestras de ratoén.

Gen Referencia
Ccl2 Mm00441242_m1
Cxcl10 Mm00445235_m1
Cxcl12 Mm00445553_m1
Gapdh Mm99999915_g1
I11b Mm00434228_m1
e Mm00446190_m1
Tnfa Mm00443258_m1
Vegfa Mm00437306_m1

3.13 Citometria de flujo

Gen Referencia Gen Referencia
ACTA2 (a-SMA) Hs00426835 g1 D4 Hs00155465_m1
ACVR1A Hs00153836_m1 IL1B Hs01555410_m1
ADAM10 Hs00153853_m1 IL6 Hs00985639_m1
BMP4 Hs00370078_m1 IL8 (CXCL8) Hs00174103_m1
BMPRII Hs00176148_m1 ITGA4 (VLA-4) Hs00168433_m1
cCcL2 Hs00234140_m1 ITGB2 (LFA1) Hs00164957_m1
CDH1 Hs01023894_m1 JAG1 Hs01070032_m1
CDH5 (VE-Cadherina) Hs00901463_m1 LAMC1 Hs00267056_m1
CLDN11 Hs00194440_m1 MMP2 Hs01548727_m1
CLDN2 Hs01549234 m1 PDGFRB Hs01019589_m1
CLDN5 Hs01561351_m1 PDPN Hs00366766_m1
Col1A1 Hs00164004_m1 SELP Hs00927900_m1
CXCL12 Hs00171022_1m1 SMAD1 Hs00195432_m1
FGF1 Hs01092738_m1 SMAD7 Hs00998193_m1
FGF2 Hs00266645_m1 TGFB1 Hs00998133_m1
FN1 Hs01549976_m1 TNC Hs01115665_m1
GNB2L1 Hs00272002_m1 TNFA Hs00174128_m1
HSPG2 Hs01078536_m1 VCAM1 Hs01003372_m1
HSPG2 Hs01078536_m1 VEGFA Hs00900055_m1

ICAM-1 HS00164932_m1

Los estudios fenotipicos de los diferentes tipos celulares se llevaron a cabo mediante la incubacidn, previo
bloqueo de los receptores Fc con el FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec), de células en suspensién con
concentraciones saturantes de los anticuerpos (Tabla 12) diluidos en PBS-EDTA 5mM, durante 30 minutos

a 4°C. En los casos en los que los anticuerpos nos estaban directamente conjugados a un fluorocromo, se
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realizaba una segunda incubacion con fragmentos F (ab’)2 frente a IgG de la especie en la que estaba

hecho el anticuerpo primario y conjugados a un fluorocromo.

Para las tinciones intracelulares las células fueron tratadas con la solucion Citofix/Cytoperm (BD
Biosciences) durante 5 minutos siguiendo las instrucciones del fabricante para permeabilizarlas y, a

continuacion, incubadas con los anticuerpos correspondientes.

Para el analisis fenotipico de muestras de sangre periférica o de suspensiones celulares a partir de otros
tejidos, tras el marcaje con los anticuerpos, las células fueron tratadas durante 20 minutos con una

solucién de lisis (Quicklysis, Cytognos, Salamanca, Espafia) para eliminar los eritrocitos.

La estrategia para el andlisis por citometria de flujo de las diferentes poblaciones celulares aisladas de la

SVZ se detalla en la Figura 6.

El andlisis de los resultados se llevd a cabo en un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) del

Centro de Citometria y Microscopia de Fluorescencia de la Universidad Complutense de Madrid.
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Figura 6. Identificacion y cuantificacion de las distintas poblaciones en la SVZ.
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Antigeno Clon Casa Comercial Referencia

BAX B-9 Santa Cruz Biotechnology sc-7480
BCL-2 Bcl-2/100 BD Pharmingen 51-65115X
BCL-XL H-5 Santa Cruz Biotechnology sc-8392
BMP4 EPR6211 Abcam ab124715
CD10 HI10a BD Pharmingen 341112
CD106 (VCAM1) 51-10C9 BD Biosciences 551147
CD19 HIB19 Biolegend 302206
CD19 HIB19 BD Pharmingen 562440
CD24 M1/69 BD Bioscience 553262
CD31 MEC 13.3 BD Biosciences 550274
CD34 8G12 BD Pharmingen 347222
CD38 HB7 BD Pharmingen 656646
CD45 A20 Biolegend 110708
CD54 (ICAM1) HCD54 Biolegend 322714

CD9 SN4 C3-3A2 Miltenyi Biotec 130-103-957
EGF - Molecular probes E35351
GLAST ACSA-1 Miltenyi Biotec 130-095-814
04 04 Miltenyi Biotec 130-119-896
Terl19 TER-119 BD Biosciences 563827

Tabla 12. Listado de anticuerpo utilizados en citometria de flujo.

3.14 Cuantificacion de factores solubles.

Los sobrenadantes de distintos cultivos celulares fueron recogidos en los tiempos indicados en cada caso
y almacenados a -80°C hasta el momento del andlisis. Los niveles de IL-1B, IL-8, TNFa y VEGFA presentes
en los sobrenadantes fueron determinados mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante
(BioLegend) y utilizando un lector de ELISA. Para la cuantificacion de CCL2, IL-6, TGFB se utilizd, sin
embargo, el sistema Cytometric Bead Array Flex Set (CBA) (BD Biosciences). En estos casos, las muestras

fueron analizadas en un citémetro FACScalibur.

La cuantificacion de las citoquinas inflamatorias presentes en el suero de los animales que desarrollan
leucemia linfoblastica aguda se llevé a cabo utilizando un kit especifico para ratén (Mouse Inflammation

kit) basado en el sistema CBA.

4. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo se comprobd, en primer lugar, la
normalidad de los datos y se aplicaron diferentes pruebas estadisticas utilizando el software GraphPad
Prism 8.0. Asi, la prueba paramétrica T de Student se aplicd para comparar variables paramétricas. En los
casos en los que los datos no se ajustaban a una distribucidon normal, se utilizaron tests no paramétricos,
la prueba U de Mann Whitney para la comparacion de variables independientes y la prueba de suma de
rangos de Wilkoxon cuando se comparaban variables relacionadas. El analisis de dos variables se llevd a

cabo mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias seguido del test de Bonferroni.
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Las curvas de supervivencia y de recaidas se calcularon segin el modelo de Kaplan Meier y las

comparaciones de las curvas de supervivencia entre grupos fueron realizadas con la prueba Log-Rank.

Por otra parte, para analizar la relacidn existente entre dos variables se utilizaron las pruebas de Pearson
y Spearman para calcular el coeficiente de correlacién (r) en funcidn del cumplimiento o inclumplimiento
de normalidad, respectivamente. Cuando procedia, a continuacién, se realizé el andlisis de regresion

lineal.

Los niveles de significacion considerados fueron los siguientes: *p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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Resultados

1. Localizacidon y distribucion de las células leucémicas en el sistema

nervioso en un modelo in vivo

Para el estudio de la localizacion de las células leucémicas en el cerebro utilizamos un modelo xenogénico
de LLA previamente descrito y ampliamente utilizado 18 18, Muestras primarias de células leucémicas
obtenidas de aspirados de médula 6sea en el momento del diagnéstico o células de la linea leucémica
Nalm6, fueron infundidas por via intravenosa en ratones inmunodeficientes NSG, sin acondicionamiento
previo, para evitar posibles dafios en la BHE causados por la irradiacion. Los ratones fueron monitorizados
cada 15 dias para comprobar el injerto y sacrificados cuando mostraban sintomas tipicos de la
enfermedad, algunos de los cuales sugerian afectacion neuroldgica. En paralelo, los mismos estudios se
llevaron a cabo en animales sanos (grupo control). Los cerebros de todos los animales fueron procesados

para la realizacion de diferentes técnicas histoldgicas.

El andlisis de las secciones histoldgicas del cerebro de ratones infundidos con células primarias o con lineas
leucémicas ponia de manifiesto un patrén general comun de distribucidon de las células tumorales, en

todos los animales estudiados.

Las células leucémicas se encontraban mayoritariamente localizadas en el espacio subaracnoideo, en
contacto con las leptomeninges, bien como células aisladas o formando pequeiios grupos de células
dispuestos sobre la piamadre y separados del parénquima nervioso por la limitante glial-pial (Figura 7).
En ocasiones, las células leucémicas penetraban desde el espacio subaracnoideo hacia el espacio de
Virchow-Robin, alcanzando zonas profundas del parénquima nervioso y separadas del mismo tan sélo por
la limitante glial (Figura 7E). En los animales que no eran perfundidos, sélo de forma ocasional se hallaban
células leucémicas en la luz de las arterias que se adentran hacia el interior del parénquima nervioso.
Asimismo, se identificaron células leucémicas presentes en la luz de los ventriculos tanto en relacidon
directa con las células ependimarias que tapizan el ventriculo, como con el epitelio del plexo coroideo

(véase apartado 9).
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Figura 7. Localizacion leptomeningea de las células leucémicas. A-D) Cortes histoldgicos de corteza cerebral tefiidos
con H-E, donde se pueden observar las células leucémicas dispuestas estrechamente sobre la piamadre (flechas) (A,
animal control; B-D, animal LLA). E) Las células leucémicas (CD19*; rojo) ocupan el espacio de Virchow-Robin sin que
se observen células positivas en la luz de los vasos. Los nicleos estdn marcados con Hoechst (azul). F-H)
Mantenimiento de la integridad de la limitante glial pial. F-G). Inmunoflurescencia frente a laminina (rojo) y CD19
(verde). Los ntcleos celulares se marcaron con Hoechst. La laminina conforma una barrera continua que separa a las
células leucémicas del parénquima nervioso (F: control; G: LLA. H) Inmunoflurescencia frente a GFAP (azul) y CD19
(verde). Obsérvese la continuidad de la limitante glial astrocitaria GFAP* (linea discontinua) que mantiene a las células
leucémicas, en este caso, fuera del parénquima nervioso. A-C: x20; D: x40; E:x20; F-H:x40.

Por otra parte, las células leucémicas se disponian con frecuencia formando grandes acumulos
estrechamente adheridos a la superficie de la piamadre coincidiendo con las principales cisuras del
cerebro donde se forman espacios mas grandes llenos de LCR (cisternas subaracnoideas). En estas zonas,
las células leucémicas se organizaban formando un entramado con las células meningeas y componentes
de matriz extracelular, presumiblemente de las trabéculas aracnoideas, dando lugar a estructuras grandes
y complejas que podrian restringir su movimiento en el LCR (Figura 8). Ademads, en estos acumulos
aparecian vasos sanguineos de pequefio calibre correspondientes a la vascularizacidon presente en el eje

de las trabéculas aracnoideas y la piamadre.
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Figura 8. Grandes complejos de células leucémicas, leptomeningeas y componentes de matriz extracelular se
disponen sobre la piamadre. A-B) Inmunofluorescencia frente a CD19+ (verde) y laminina (rojo). Hoechst marca los
ndcleos de todas las células presentes en los cortes. Obsérvese el denso acumulo de células leucémicas CD19+ en un
entramado de laminina. C-D) Otros componentes de matriz extracelular estdn también presentes en estos aciumulos;
Inmunofluorescencia para fibras reticulares ER-T7+ (verde) y CD19 (rojo) (flechas blancas). E) Corte semifino de tejido
nervioso tefiido con azul de metileno en el que se observa un aciumulo de células leucémicas dispuesto sobre la
meninge. Se distinguen junto a las células leucémicas basdfilas, células pdlidas leptomeningeas (flechas rojas) asi
como vasos sanguineos (*). A: x10; B: x20; C: x40; D: x60; E: x100.

Se observaba una distribucidn asimétrica de las células Ki67*, de forma que aquellas células mds préximas
a la piamadre presentaban una reducida tasa proliferativa, mientras que aquellas que, formando parte
del acumulo, se hallaban mas alejadas de la meninge, presentaban una mayor tasa proliferativa, siendo
en su mayoria Ki67*. Estos resultados sugieren una sensibilidad diferencial de las células leucémicas a los
tratamientos quimioterapicos intratecales dentro del acimulo (Figura 9A, C). Asimismo, en los espacios

perivasculares la mayoria de las células CD19* mantenian una baja tasa proliferativa (Figura 9B).

En los acimulos encontrados adheridos a la meninge también se observaban células leucémicas muertas
marcadas mediante la técnica de TUNEL vy, al igual que ocurria con las células Ki67*, estas células se

distribuian principalmente en el centro y limite exterior del acimulo, alejadas de la piamadre (Figura 9D,
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E). En el interior del agregado leucémico, se observaban células fagociticas Iba-1* con restos celulares
fagocitados en su citoplasma (Figura 9F-I), tanto entre las células leucémicas como en la periferia de la

pared de pequefios vasos sanguineos meningeos localizados en el interior de los mismos.

Figura 9. Proliferacion y muerte de las células leucémicas presentes en los acimulos adheridos a las leptomeninges.
A-C) Inmunofluorescencia frente a CD19 (rojo) y Ki67 (verde). Se observan células leucémicas CD19+Ki67+ dispuestas
principalmente en la parte mds alejada de la piamadre mientras que, aquellas mds proximas a la leptomeninge son
Ki67 reflejando el diferente estatus proliferativo de las células leucémicas dentro de los acimulos. Esporddicamente
se observan células CD19*Ki67* en los espacios perivasculares (B) mientras que los blastos presentes en el parénquima
son mayoritariamente Ki67- (C). D-E) Tincion de TUNEL (verde) que pone de manifiesto las células muertas dentro de
un acumulo leucémico dispuesto en este caso, en la piamadre que envuelve el cerebelo. Nicleos marcados con Hoechst
(azul). F) Corte semifino donde se observa una célula fagocitica con restos de células muertas en su interior (flecha
roja). G-1) Inmunofluorescencia frente a CD19 (verde) e Iba-1 (rojo). Se observan células Iba-1* distribuidas entre las
células leucémicas y en torno a pequefios vasos (flechas blancas). Algunas células Iba-1* presentan signos de actividad
fagocitica (flechas en H). Los nucleos celulares estdan marcados con Hoechst. A: x20; B-C: x40; D: x10; E: x40; F:X100;
G: x20; H-I: x40.

Del mismo modo, como ponian de manifiesto las imagenes de inmunofluorescencia en las zonas donde
se localizaban grandes acimulos leucémicos adheridos a la meninge, era frecuente observar una reaccion

astroglial en el parénquima nervioso situado inmediatamente por debajo de los mismos (Figura 10A, B).
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Numerosas células microgliales se localizaban también cercanas a estas mismas regiones meningeas
(Figura 10D, E). En algunas ocasiones, en estas localizaciones las células de microglia adquirian una
morfologia polar que recordaba a la microglia en bastdn (Figura 10F). Por otra parte, células de microglia
de aspecto ameboide, con prolongaciones mas cortas y engrosadas que las que presentaban estas mismas
células en los animales sanos estaban presentes en zonas del parénquima proximas a espacios
perivasculares ocupados por blastos leucémicos (Figura 10G, H). En general, la respuesta tanto astroglial

como microglial era proporcional al tamafio de los acimulos (Figura 10).

Figura 10. Respuesta glial en el parénquima nervioso proximo a los acimulos leucémicos adheridos a la piamadre.
A-B) Inmunofluorescencia frente a laminina (rojo) y GFAP (verde) en secciones de corteza cerebral de animales control
(A) y enfermos (B). Obsérvese la agrupacion de células astrogliales GFAP* en las capas | y Il del cortex cerebral
inmediatamente bajo el acimulo de células leucémicas adherido a la piamadre (B). La limitante glial-pial a este nivel
aparece ininterrumpida, formada por un entramado continuo de laminina correspondiente a la membrana basal de
la piamadre y otro formado por las proyecciones astrocitarias GFAP* similar a la imagen observada en los animales
control. C-H) Inmunofluorescencia frente a Iba-1 (rojo) y CD19 (verde) en secciones de corteza cerebral (control Cy G;
enfermos D, E, Fy H). Obsérvense las numerosas células Iba-1* con soma y proyecciones celulares engrosadas que
aparecen inmediatamente debajo de la piamadre (linea discontinua, C-E) adquiriendo en algunos casos una
morfologia polar (F, detalle). Compdrese el aspecto ameboide menos ramificado de la microglia presente en los
animales enfermos (H) frente a los animales control (G). Los nucleos celulares se marcaron con Hoechst. A-B: x10; C-
F: x20; G-H: x40.
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Por otra parte, el marcaje con anticuerpos anti-CD31 puso de manifiesto un incremento notable del
tamanio de los vasos sanguineos presentes en el parénquima nervioso de los animales enfermos respecto
a los animales control. Este incremento en el entramado vascular ocurria tanto en las proximidades de la
zona meningea, donde podria existir una influencia directa de las células leucémicas (Figura 11A, D) como

en zonas mas profundas y alejadas de la meninge (Figura 11E-H, véase también Figura 50).

CORTEZA CEREBRAL CEREBELO

CONTROL

LLA

Figura 11. Cambios en la vasculatura cerebral en animales con infiltracion leucémica en el SNC. Secciones cerebrales
de animales sanos y animales que habian desarrollado la enfermedad, fueron tefiidas mediante inmunofluorescencia
frente a CD31 (verde) y los ntcleos marcados con Hoechst (azul). A-D) Imdgenes representativas de la corteza cerebral
de animales sanos (A-B) y animales enfermos (C-D). E-H) Imdgenes del cerebelo de los animales control (E-F) y animales
con LLA (G-H). Las imdgenes muestran el marcaje frente a CD31 en combinacion con la tincion de nicleos (A, Cy E, G)
ysinella (B, Dy F, H). A-D: x10; E-H: x20.

2. Entrada de las células leucémicas al parénquima nervioso a través de
la limitante glial-pial

Si bien las células leucémicas metastdsicas presentes en el cerebro se hallaban principalmente en relacién
con el espacio subaracnoideo y con los espacios perivasculares, la tincién especifica con anticuerpos
contra el antigeno CD19 reveld la presencia de grupos de células leucémicas penetrando hacia el
parénquima, principalmente desde la piamadre y, en menor medida desde el espacio perivascular, en
todos los animales estudiados. El estudio histoldgico indicaba ademads, que las areas en las que era mas
frecuente observar la entrada de las células tumorales desde la piamadre coincidian con las regiones en
las que aparecian los grandes acumulos descritos en el apartado anterior. Aunque el nimero de células
que infiltran el parénquima nervioso variaba entre los animales infundidos con diferentes muestras de
LLA-B, en todos los animales trasplantados con la misma muestra primaria, el patron de infiltracion era

muy similar.

Como se observa en las imagenes de inmunofluorescencia (Figura 12), en las zonas de entrada de las

células tumorales, la limitante glial-pial aparecia interrumpida, poniéndose de manifiesto
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discontinuidades tanto en la matriz extracelular (laminina, Figura 12A) como en la limitante glial formada
por las proyecciones astrocitarias (Figura 12B, C). Es precisamente en estas localizaciones donde las
células leucémicas invadian el tejido cerebral hasta alcanzar zonas profundas del parénquima nervioso,
discurriendo en muchos casos como cadenas celulares entre los cuerpos neuronales (Figura 12D-F). Si
bien éstas se mantenian normalmente restringidas a la sustancia gris, en ocasiones llegaban a alcanzar las
capas de neuronas piramidales mas profundas en la corteza cerebral. En muchos casos, la morfologia
irregular de las células leucémicas en el frente de avance indicaba el comportamiento invasivo de éstas
(Figura 12F). Asimismo, el estudio del parénquima nervioso puso de manifiesto la presencia de pequefios
grupos aislados de células leucémicas CD19+ en diferentes ubicaciones encefdlicas, siendo frecuente su
identificacidon en zonas proximas a las cisuras cerebrales, fundamentalmente a las cisuras interhemisférica
o longitudinal, rinal, pontina, hipocampica y la trasversa (Figura 16). Las imagenes revelaban también la
presencia de células tumorales en zonas préximas a los ventriculos laterales, en el entorno de la SVZ
(Figura 14). En este caso, cadenas de células leucémicas se disponian entre el SVZ y el bulbo olfatorio,
lugar en el que también era muy frecuente encontrar pequefios acimulos de células leucémicas a nivel

de la capa granular (Figura 14F). Elimpacto de las células leucémicas en el nicho neurogénico sera tratado

en el apartado 8.

Figura 12. Invasion del parénquima nervioso por células leucémicas localizadas en la piamadre. A)
Inmunofluorescencia frente a CD19 (verde) y laminina (rojo). Se observa la interrupcion de la limitante subpial (flecha)
puesta de manifiesto con anticuerpos anti-laminina (rojo) y la invasion de la corteza cerebral por células leucémicas
(CD19*, verde). B-C) Desorganizacion de la limitante astroglial (GFAP, azul) e invasidn de la sustancia gris cortical por
las células leucémicas (CD19*, verde; flechas). D) Cadena de células leucémicas CD19* (verde) recorriendo la sustancia
gris cortical. Se muestra la Idmina basal, puesta de manifiesto con anticuerpos anti-laminina, de los vasos sanguineos
(rojo). E) Grupo de células leucémicas CD19* (verde) dispuestas entre cuerpos neuronales MAP2+ (azul). F) Morfologia
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invasiva en las células leucémica presentes en el frente de avance (flecha) x40. En A, D y F, los nucleos celulares se
marcaron con Hoechst. A, B: x10; D: x20; C, E, F: x40;

Figura 13. Infiltracion leucémica en diferentes dreas del cerebelo. Se muestra imagen panordmica (A) y detalles de
diferentes zonas del cerebelo marcadas con anticuerpos anti-CD19 (verde), anti-laminina (rojo), y Hoechst para tefiir
los nticleos celulares. B) Detalle de acumulo de células leucémicas en la piamadre. C-E) Acumulos de células leucémicas
CD19+ situados en las diferentes capas de la sustancia gris del cerebelo. Obsérvese como aparecen “camufladas”, por
ejemplo, entre las células de los granos siendo sdélo posible su identificacion mediante técnicas de
inmunofluorescencia. B, E: x20; C-D: x40
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Corteza cerebral

Figura 14. La disposicion de cadenas de células leucémicas localizadas entre el ventriculo lateral y el bulbo olfatorio
recuerda la corriente migratoria rostral seguida por los neuroblastos. Se muestra imagen panordmica y detalles de
dicha cadena (A-E) en la que las células leucémicas aparecen marcadas con anticuerpos anti-CD19 (rojo) (flechas). F)
Imagen de células leucémicas (flecha) en el bulbo olfatorio. Los nucleos celulares se marcaron con Hoechst. Hp:
Hipocampo; SVZ, zona subventricular; VL: ventriculo lateral; BO: bulbo olfatorio. A: reconstruccion fotos x10; B-F: x10.

3. Rotura de la barrera glial-pial

Puesto que los datos histolégicos ponian de manifiesto la capacidad de las células leucémicas para
penetrar al parénquima nervioso a través de la piamadre nos planteamos comprobar, mediante estudios
de resonancia magnética con contraste (IRM-Gd), la existencia de un dafio en la barrera glial-pial tras la
infiltracion leucémica en el SNC. Como se observa en la Figura 15, en el caso de los animales enfermos, el
agente de contraste difundia desde la meninge hacia el parénquima nervioso permaneciendo la sefial
incluso 100 min después. La mayor intensidad de la sefial se correspondia con zonas corticales cercanas a
la fisura longitudinal, la fisura rinal y a la fisura posterolateral. Estos resultados, en correlacion con los
datos obtenidos en el estudio de inmunofluorescencia, indican que la infiltracion leucémica provoca la
rotura de la barrera glial-pial. Por el contrario, no se observé en ningln caso, incremento en la intensidad
de la sefial en zonas mas profundas del parénquima nervioso, sugiriendo el mantenimiento de la

integridad de la BHE en los animales enfermos.

85



Resultados

Intensidad relativa
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Figura 15. Estudio por resonancia magnética del mantenimiento de la barrera glial pial tras la infiltracion leucémica
en el SNC. A) Cuantificacion de la intensidad de la sefial en las diferentes dreas cerebrales indicadas en 5 secciones
coronales (Bregma +3, 0, -3y -7) de cerebro de animales sanos y animales con LLA en diferentes momentos temporales
tras la inyeccion del agente de contraste. Los valores de intensidad estdn normalizados respecto al t=0 en cada
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individuo. B) Imdgenes representativas de resonancia magnética de las 5 secciones coronales analizadas antes (t=0)
y después de la inyeccion del agente de contraste en tres puntos de tiempo representativos en animales control y
animales enfermos. Nétese el incremento de la intensidad de sefial a lo largo del tiempo como consecuencia de la
difusion del agente de contraste en las zonas indicadas con las flechas. (n=3 animales por grupo) **p<0,01; ***p
<0,001.

Cisura hipocampal

Cisura rinal Cisterna ambiens

Cisura longitudinal

Cisura transversa

Cisura rinal Cisura transversa

Cisura posterolateral
Cisura posterolatera

Cisterna magna

4+t

Cisterna pontina

Figura 16. Distribucion de las células leucémicas en el cerebro. Esquema representativo de un corte sagital proximo
a la cisura longitudinal o interhemisférica. Las diferentes tonalidades azules indican las zonas donde las células
leucémicas se encontraban mayoritariamente y con mayor frecuencia, representando el azul oscuro grandes acumulos
de células leucémicas y el azul claro, grupos de 2-10 células. En los esquemas se indican también las principales cisuras
y cisternas del cerebro.

4. Respuesta inflamatoria en el SNC como consecuencia de la infiltracion

leucémica

El estudio de los niveles de citoquinas inflamatorias en suero sanguineo mostraba un incremento
progresivo de los niveles de las mismas tras la infusidén de células leucémicas (semana 1) en los animales
enfermos, a diferencia de los animales del grupo control, en los que los niveles de las mismas eran
practicamente indetectables (Figura 17). En el grupo de animales LLA, mientras que los niveles de CCL2 e
IL-6 se incrementaron ya en la primera semana tras la infusidn de las células leucémicas, los niveles de
TNF-a lo hicieron drasticamente sélo en el momento de la aparicidn de los sintomas de la enfermedad,
en la semana en la que los animales fueron sacrificados, momento en el que también los niveles de CCL2
alcanzaban el maximo (Figura 17). Por el contrario, los niveles maximos de IL-6 en suero se alcanzaron en
la tercera semana tras la infusion de las células leucémicas, coincidiendo con un importante incremento

de células tumorales en la sangre de estos animales (Figura 17).
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Figura 17. Evaluacion temporal de los niveles de los factores inflamatorios CCL2, IL-6 y TNF-a en el suero de
animales control y animales tras la infusion de células leucémicas. El suero sanguineo de los animales control y los
animales que han desarrollado la enfermedad fue obtenido semanalmente y los niveles de las diferentes citoquinas y
quimioquinas analizadas por ELISA. Las grdficas representan la media * desviacion estdandar de los niveles de proteina
en los diferentes momentos de tiempo analizados. (n= 4-5 animales por grupo). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

En consonancia con la respuesta glial observada en el estudio histolégico por inmunofluorescencia, la
respuesta inflamatoria era también patente en el SNC, como demostraba el incremento en el ARNm de
las citoquinas IL-1[3, IL-6, TNF-ay CCL2 en el cerebro de los animales enfermos en el momento del sacrificio
(Figura 18A). El aumento de expresion de /I-1b, -6 y Ccl2 observado se correlacionaba directamente con
el porcentaje de infiltracién de células leucémicas en el SNC como puede observarse en la Figura 18B,
sugiriendo la implicacion de la infiltracion leucémica en la respuesta inflamatoria desencadenada en el

SNC.

Ademas, puesto que datos previos publicados indicaban que los mayores niveles de quimioquinas en el
LCR de pacientes le correspondian a CXCL10 y CXCL12 3!, analizamos también los niveles de expresidn a
nivel de ARNm para dichas quimioquinas en el cerebro completo. Como se observa en la Figura 18.C,
mientras que la expresion de Cxcl12 era similar en el cerebro de animales control y LLA, la expresion de

Cxcl10 estaba incrementada en estos Ultimos, aunque este aumento no llegaba a ser significativo.
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Figura 18. Niveles de expresién de ARNm de diferentes citoquinas y quimioquinas en el cerebro de animales control
y animales LLA. A) Andlisis por PCRq de la expresion de Il-1b (negro), 11-6 (rojo), Ccl2 (verde) y Tnfa (azul) en el cerebro
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de animales control y LLA. B) Correlaciones entre porcentaje de células CD19*, determinados por citometria de flujo, y
los niveles de expresion de diferentes factores en el cerebro de animales LLA. C) Niveles de expresion de ARNm de las
quimioquinas Cxcl10 y Cxcl12 en el cerebro de animales control y animales LLA. (n=4 animales por grupo).

5. Lainfiltracion leucémica en SNC provoca muerte neuronal

El estudio mediante microscopia dptica y electréonica de los cortes histoldgicos de los animales que
desarrollaron la enfermedad mostraba la presencia de areas de la sustancia gris del tejido nervioso con
una evidente desorganizacion de su citoarquitectura (Figura 19), pudiéndose observar también espacios
perivasculares dilatados y macréfagos con restos fagocitados en su interior (Figura 191-J). Ademas, podian
observarse grupos de neuronas muertas, asi como fibras nerviosas degeneradas y zonas de edema (Figura
19H, J). Estas zonas de dafo se evidenciaban incluso en ausencia de células leucémicas en regiones

proximas.

Figura 19. Estudio histoldgico del tejido nervioso de animales control (A-D) y enfermos (E-J). A, E) Cortes seminifinos
tefiidos con axul de metileno de corteza cerebral de animales control (A) y enfermos (E) donde se pone de manifiesto
la desorganizacion de la citoarquitectura de las capas de neuronas piramidales en estos ultimos, asi como la presencia
de células apoptdticas (flechas). B-C y F-H) Fibras nerviosas degeneradas (H) y somas neuronales apoptdticos (F-G)
presentes en la corteza cerebral de animales con infiltracion leucémica en el SNC (flechas). D e I-J) Espacios
perivasculares dilatados (flechas) y presencia de macrofagos (asterisco) con actividad fagocitica en el tejido nervioso
de animales con infiltracion leucémica en el SNC. A: x20; B: x3000; C, F: x8000; E:x40; D, G; I: x12000; H: x12000; J:
Xx5000.

6. Lainfiltracion leucémica provoca alteraciones sensitivas y motoras

Puesto que los resultados anteriores ponian de manifiesto que la infiltracion leucémica en el SNC
provocaba un dafio neuronal, nos planteamos a continuacidén analizar las posibles consecuencias
funcionales del mismo. Para ello, se evaluaron las capacidades motoras y sensitivas de los animales
durante el desarrollo de la enfermedad utilizando diferentes test comportamentales. En este sentido, los

animales enfermos que presentaban infiltracion en el SNC mostraban, por una parte, una reduccién
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significativa en la capacidad para mantener el equilibrio (Tightrope test) desde el momento en que el
injerto era detectable en sangre, y por otra, los animales presentaban una disminucién de la fuerza de
agarre (Grip Strength test) cuando presentaban una importante carga leucémica en sangre (Figura 20A,
B). La infiltracidén de células leucémicas en el parénquima nervioso no sélo provocaba alteraciones en el
comportamiento motor de los animales, sino que también eran detectadas disfunciones en su
comportamiento olfativo, observandose alteraciones significativas en la capacidad para discriminar los

diferentes olores a los que eran expuestos (Figura 20C).

No se obtuvieron, por otra parte, diferencias significativas entre animales control y animales a los que se

les habian infundido las células leucémicas pero que estas no habian injertado.

B Figura 20. Diferentes test comportamentales ponen

b

Test Cuerda Transversal Test Fuerza de Agarre de manifiesto alteraciones sensitivas y motoras en
los animales como consecuencia de la infiltracion

[
o

I *

% leucémica en el SNC. A) La capacidad para mantener

=
w

el equilibrio se analizé semanalmente con el test de
la cuerda transversal. En la grdfica se muestra la

[y
o

Tiempo (seg)
= (=2}
o (=]

media + desviacion estdndar de la puntuacion

Puntuacion (0-20)

w
[}
(=}

otorgada a cada animal. B) La fuerza de agarre de los

ratones se valoro en funcion del tiempo (sequndos)

012 3 4567 01 2 3 456 7 que cada individuo conseguia  mantenerse

Semanas suspendido de una rejilla a la que se habia agarrado

C previamente. La grdfica muestra la media +
Prueba Discriminacién Olfativa

*

desviacion estdndar del tiempo en cada grupo de

=
0

* = CTL

LA animales. La linea discontinua indica el momento en

i
'S

el que la mayoria de los animales empezaron a

presentar injerto en sangre y empiezan a mostrar los
# primeros sintomas de la enfermedad. C) Prueba de

Tiempo (seg)
=
e

(*)]

discriminacion olfativa. Se evalud la capacidad de los

N

animales que desarrollaban la enfermedad para

discriminar diferentes estimulos olorosos, no
0 0 0 0O O H O 0 A f ’

observdndose un incremento en el tiempo de
Odorantes

exploracion cuando se exponia a estimulos nuevos. La

grdfica representa la media + desviacion estdndar del tiempo empleado por el conjunto de ratones de cada grupo en

la exploracion de bastoncillos de algoddon impregnados con diferentes odorantes: octanal (O), heptanal (H) y anisole
(A) en la quinta semana post-trasplante (n= 5-7 animales por grupo) *p<0,05.

7. Las células leucémicas que alcanzan el parénquima nervioso son

resistentes a los tratamientos quimioterapicos utilizados en la terapia

intratecal

Para conocer si las células leucémicas que alcanzan el parénquima nervioso son resistentes a los farmacos

utilizados en el tratamiento quimioterdpico, ratones a los que se les habian infundido células leucémicas
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primarias o células de la linea Nalm6, fueron inyectados intratecalmente con metrotexato, citarabina e
hidrocortisona (TIT) cuando aparecian los primeros sintomas de la enfermedad y tras haber comprobado
el injerto en sangre. Los ratones fueron sacrificados 48 horas después y los hemisferios cerebrales
procesados para su analisis por citometria de flujo y para estudios histolégicos mediante

inmunofluorescencia.

La cuantificacidn por citometria de flujo puso de manifiesto una reduccidn significativa en el porcentaje
de células leucémicas presentes en el cerebro de los animales que habian sido tratados con quimioterapia
intratecal frente a los controles inyectados con solucion salina (Figura 21F). El estudio de las secciones
criocongeladas reveld, sin embargo, que las células leucémicas infiltradas en el parénquima nervioso eran
mayoritariamente negativas para el marcador de muerte, caspasa 3, (Figura 21B, D), sugiriendo la
quimiorresistencia de estas células. Por el contrario, pequefios grupos de neuronas caspasa 3 positivas

eran detectados en regiones cercanas a las zonas de infiltracién leucémica (Figura 21C, E).
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8. El nicho neurogénico aloja células leucémicas. Impacto en la

neurogénesis

Dado que los estudios de inmunofluorescencia ponian de manifiesto que algunas células leucémicas que

invaden el parénquima nervioso serian capaces de alcanzar las proximidades del nicho neurogénico de la
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SVZ (apartado 2), nos planteamos estudiar esta regidn en los animales que desarrollaban la enfermedad
a partir del trasplante con células Nalm6. Para ello llevamos a cabo diferentes aproximaciones
experimentales ampliamente utilizadas en estudios de neurogénesis. El estudio por citometria de flujo
de células procedentes de la disgregacion de la SVZ, puso de manifiesto que el 100% de los animales
enfermos con infiltracion leucémica en el SNC, presentaba células leucémicas CD19* en esta localizacién.
Las células localizadas en el SVZ representaban entre un 1,4 y un 6,6% del total de células infiltradas en el
SNC. Este rango alcanzaba hasta un 6-28% cuando se eliminaban, mediante sucesivos lavados, las células
leucémicas presentes en las meninges (localizaciéon mayoritaria) considerandose entonces como células
totales infiltradas, sélo las que habian invadido el parénquima nervioso, asi como las que alcanzaban los
ventriculos (Figura 22A, B). Por otra parte, no se observd una correlacién entre la infiltracién de células
CD19* en el total del cerebro y el porcentaje de células leucémicas presentes en la SVZ (Figura 22C). Estos
resultados apuntan a la SVZ como un microambiente donde las células leucémicas pueden mantenerse y

sobrevivir.

Si bien la mayor parte de las neuronas son generadas antes del nacimiento, nuevas células son generadas
continuamente en areas concretas del cerebro, al menos, en los afios previos a la adolescencia. En este
periodo de vida, todos los estudios publicados demuestran la presencia de neuronas inmaduras 13> 136,
Por lo tanto, y a tenor de los resultados descritos anteriormente en el modelo in vivo de LLA infantil que
indican que la infiltracion del nicho neurogénico es un evento comun, nos planteamos analizar el impacto
de esta infiltracion leucémica sobre la diferenciacién neurogénica de las NSCs presentes en la SVZ. Como
puede observarse en la Figura 22D, el porcentaje de NSCs aisladas de la SVZ de estos animales fue
significativamente superior en los animales enfermos siendo la poblacidn de células neurales mas
quiescentes (QNSC1) la responsable de dicho incremento. En correlacidn, los progenitores intermedios de
rapida amplificacion (TAPs) y los neuroblastos proliferantes (EGFR’) se encontraban reducidos en estos
animales. Esta inhibicion de la neurogénesis en los animales enfermos parecia consecuencia directa de la
infiltracion de células leucémicas en la SVZ ya que los animales mas afectados eran aquellos que
presentaban porcentajes mayores de células CD19* en el nicho como puede observarse en la Figura 22E
que se correlacionan directamente con el porcentaje de qNSC e inversamente con los neuroblastos

migradores.
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Figura 22. Las células leucémicas alcanzan la zona subventricular y provocan cambios en las poblaciones del nicho
neurogeénico. A) El andlisis por citometria de flujo de la SVZ revela la presencia de células leucémicas CD19* en los
animales trasplantados con células Nalmé6. B) Porcentaje de células Nalmé en la SVZ respecto al total de células
cuantificadas en el cerebro eliminando o no las células adheridas a la meninge que no han penetrado en el parénquima
nervioso. C) Andlisis de correlacion entre el porcentaje de células leucémicas en la SVZ y el porcentaje en cerebro (p=
0,185, no significativo). D) Las diferentes poblaciones del nicho fueron analizadas mediante citometria de flujo en la
SVZ aislada de los animales LLA y los animales CTL. Las grdficas representan la media + desviacion estandar de los
porcentajes de las diferentes poblaciones. El esquema muestra los marcadores que definen cada una de las
poblaciones analizadas (Modificado de Codega et al. 2014). *p<0,05. E) Correlacion positiva entre el porcentaje de
infiltracion en la SVZ y la poblacion de NSCs mds quiescentes (qNSC1) y negativa entre las células CD19* y el porcentaje
de neuroblastos migradores (EGFR’). El porcentaje de qgNSCs y de neuroblastos representados fueron relativizados
respecto al grupo control (% de células en los animales LLA/ Media del % de la misma poblacién en el grupo CTL). (n=
8 animales por grupo).

Para confirmar que eran las células leucémicas presentes en la SVZ las responsables directas de la
inhibicidon de la neurogénesis se establecieron co-cultivos entre las NSCs aisladas de ratones sanos y
células leucémicas Nalm6, observandose una reduccion significativa en el didmetro, aunque no en el
nuamero, de las neuroesferas formadas (Figura 23A, B, E). Los ensayos de proliferacién realizados en estas
condiciones indicaban una disminucidn de la proliferacion de las NSCs manteniéndose viables (Figura 23D)
lo que sugeria que las células leucémicas regulaban negativamente la autorrenovacién de éstas.
Apoyando esta idea, al realizar un ensayo de autorrenovacion secundaria las células pre-tratadas con el

medio condicionado dieron lugar, de nuevo, a neuroesferas con un tamafio significativamente inferior al
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que presentan las NSCs que no habian sido pre-tratadas con el medio condicionado por las células

leucémicas (Figura 23C).
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Figura 23. Ensayos de neuroesferas. Efecto del medio condicionado por Nalmé. NSCs aisladas de la SVZ de 3 animales
fueron sembradas en presencia o ausencia de medio condicionado por las células leucémicas Nalmé. A) Cuantificacion
del nimero de neuroesferas formadas en las dos condiciones tras 6-7 dias de cultivo. B) Andlisis del tamarfio alcanzado
por las neuroesferas en presencia del medio condicionado. La grdfica muestra la proporcion de neuroesferas segun su
didmetro (grandes: 2180 um,; medianas: 60- 180um; y pequefias: <60um. C) Las neuroesferas formadas en presencia
o ausencia del medio condicionado fueron disgregadas y las células obtenidas sembradas de nuevo en un ensayo de
autorrenovacion secundaria; en este caso con el medio de cultivo caracteristico para las NSCs fresco. Los datos
representan la proporcion de neuroesferas en el cultivo tras 6-7 dias en funcion de su diagmetro. D) Proliferacion de las
NSCs en condiciones control y con el medio condicionado, analizado mediante ensayos MTS. E) Imdgenes
representativas de los cultivos de NSCs tras 6-7 dias con el medio control o con el medio condicionado por las células
leucémicas. Las barras de escala representan 100um. Las grdficas muestran la media + desviacion estandar de los
datos obtenidos con neuroesferas generadas a partir de 3 animales y sembradas en 5-9 pocillos por condicion.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Puesto que los resultados anteriores ponen de manifiesto que el nicho neurogénico es colonizado por las
células leucémicas que infiltran el cerebro, analizamos cémo la presencia de estas ultimas altera el
microambiente neurogénico. Como puede observarse en la Figura 24 la presencia de las células
leucémicas provocaba un incremento en el ARNm de las citoquinas inflamatorias /L-18, IL-6 y TNFo en la
SVZ de forma similar a lo descrito en el apartado anterior en el cerebro completo. Nuevamente, se

observaba una correlacién entre el porcentaje de infiltracidn y la expresién de dichas citoquinas.
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9. Localizacion de células leucémicas en los ventriculos cerebrales

Ademas de en el espacio subaracnoideo, las células leucémicas también estaban presentes en los
ventriculos encefalicos en aquellos animales que presentaban infiltracién leucémica en el SNC. Las
imagenes de inmunofluorescencia revelaban que, si bien se observaban células leucémicas en suspension
en el LCR, estas células aparecerian mayoritariamente asociadas a la cara apical del epitelio del plexo
coroideo (Figura 25A, B). Una estrecha interaccion entre la membrana plasmatica de la célula epitelial del
mismo y la de la célula leucémica era evidente en las micrografias de microscopia electrénica (Figura 25C-
F). Esporadicamente, en la cara apical del epitelio de plexo coroideo también se observaban células de
Kélmer repletas de vesiculas de LCR pero sin signo alguno de fagocitosis de células leucémicas (Figura 25E,

F).
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Figura 25. Localizacion de células leucémicas en el liquido cefalorraquideo en contacto directo con el plexo coroideo.
A) Panordmica del ventriculo lateral (VL). La linea discontinua indica el limite del mismo poniendo de manifiesto la
presencia de células tumorales (rojo) en las proximidades del plexo coroideo (PC) en contacto con el epitelio del mismo
(citoqueratina,verde) (B). C-F) Imdgenes de microscopia electrénica en las que se muestran blastos leucémicos en el
liquido cefalorraquideo (LCR)(C) estableciendo contacto con las células epiteliales (D), asi como la presencia de células
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de Kélmer con vesiculas en su interior en la cara apical del epitelio del plexo (E, F). Epi: Epitelio plexo coroideo; Estr:
estroma plexo coroideo; CS: capilares sanguineos. A:x10; B:x40; C:x6000; D: x15000; E: x3000; F: x15000.

10. El estroma del plexo coroideo es invadido por células leucémicas

En el 30% de los animales que presentaban infiltracion leucémica se observaban ademas pequefos grupos
de células leucémicas CD19* en el estroma de los plexos coroideos, principalmente en la zona de anclaje
de los mismos (Figura 26). El tejido conjuntivo laxo presente en estas zonas deriva de la protusion papilar
de las leptomeninges hacia el interior de la cavidad ventricular y estd muy vascularizado. Aqui, las células
leucémicas se alojaban entre la lamina basal de los capilares fenestrados y vénulas y la del epitelio del
plexo, como se observa en las imagenes de microscopia electrénica. Algunos de los blastos leucémicos

presentes en esta zona se encontraban incluso en mitosis (Figura 26E).

Si bien todos los animales a los que se les infundia la misma muestra primaria de LLA, como se ha sefialado
en apartados anteriores, presentaban un comportamiento similar en cuanto a los porcentajes de
infiltracion leucémica en el SNC, la presencia de células leucémicas en el estroma del plexo fue
independiente de la muestra de LLA. En este sentido, sélo en un porcentaje, entre el 20-50%, de los
animales a los que se les infundia células de una misma muestra primaria encontramos infiltracion

leucémica en el estroma conjuntivo del plexo coroideo.

Figura 26. Presencia de células leucémicas en el estroma del plexo coroideo. Estudio mediante microscopia de
fluorescencia y microscopia electrdnica de la localizacion de las células leucémicas en el plexo coroideo. A) Imagen
panordmica del plexo coroideo del ventriculo lateral (VL) con células tumorales (rojo) en el estroma (B-C). D-E)
Acumulacién de células leucémicas (*) en el espacio perivascular (flecha) entre las Iaminas basales del endotelio de la
vénula y del epitelio del plexo coroideo. Presencia de células en division celular (flecha negra). Epi: Epitelio plexo
coroideo; LCR: Liquido cefalorraquideo; # vaso sanguineo. A: x10; B-C: x20 D: x15000, E: x4000.

A continuacidn, nos planteamos analizar la llegada de las células leucémicas a este estroma conjuntivo.

Puesto que el plexo coroideo representa una de las estructuras donde la BHE como tal estd ausente, las
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células leucémicas podrian alcanzar el estroma conjuntivo migrando a través de este lecho vascular menos

restrictivo que incluye capilares fenestrados y vénulas.

Para ello analizamos comparativamente, en un ensayo in vitro, la migracién de las células leucémicas a
través del endotelio del plexo coroideo y del endotelio del parénquima nervioso. Si bien en este ultimo
caso, un numero muy pequefio de células leucémicas migraba a través de la monocapa endotelial tras 4
horas de cultivo, hasta un 11% de las células leucémicas eran capaces de atravesar la monocapa de células
endoteliales del plexo en este mismo periodo de cultivo, poniendo asi de manifiesto la mayor permisividad

de estos endotelios al paso de células, incluidas las células tumorales (Figura 27A).

El estudio in vivo utilizando el modelo xenogénico de LLA también apoyaba la hipdtesis de que las células
migran desde el torrente circulatorio hacia el estroma del plexo coroideo. Como se observa en la
micrografia, en los animales con infiltracion leucémica en el SNC era posible observar células de aspecto

linfoide transitando entre el lecho vascular del plexo y el estroma del mismo (Figura 27B-D).
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Figura 27. Las células leucémicas atraviesan el endotelio de los capilares del plexo coroideo. A) Células de la linea
leucémica Nalmé6 fueron sembradas sobre una monocapa de células endoteliales del plexo coroideo (HCPEC) o de
células endoteliales de la microvasculatura cerebral (hMECs) adherida la membrana transwell (poro de 5um de
diametro). Tras 4 horas de co-cultivo, las células que habian atravesado la monocapa fueron cuantificadas mediante
citometria de flujo. La grdfica muestra la media + desviacion estdndar del porcentaje de células Nalmé6 que migran a
través del endotelio del plexo coroideo en comparacion con las que migran a través del endotelio cerebral en tres
experimentos independientes (*p<0.05). B-D) Las imdgenes de microscopia electrénica muestran la localizacion de
células leucémicas (*) en el estroma del plexo coroideo, en las proximidades de los capilares (C), asi como atravesando
el endotelio de la vasculatura alli presente (D). B: x5000; C-D: x12000.

Para evaluar cuales eran las modificaciones sufridas por el endotelio del plexo que pudieran justificar los
elevados nimeros de células leucémicas capaces de migrar a su través, se establecieron co-cultivos en

transwell de células endoteliales primarias del plexo coroideo humano y células de la linea Nalmé6. En
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estos, se llevd a cabo el andlisis comparativo de la expresidn en el endotelio de diferentes moléculas en

presencia o ausencia de la linea leucémica.

La presencia de las células leucémicas inducia en este endotelio una expresion incrementada de
citoquinas inflamatorias, asi como de la quimioquina CCL2 (Figura 28A). En consonancia con este
microambiente inflamatorio, observamos una induccion significativa de las moléculas implicadas en la
adhesion leucocito-endotelio, como son VCAM-1 e ICAM-1 acompafiada de una significativa reduccién de
la expresion de aquellas moléculas implicadas en las uniones occludens (Claudinall, CLDN11)y adherens
(VE-Cadherina, CDH5) entre células endoteliales (Figura 28B). El conjunto de cambios experimentados por
el endotelio en presencia de las células leucémicas facilitaria la migracion paracelular de estas uUltimas a

través de los capilares del plexo coroideo para alcanzar el estroma conjuntivo.
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Figura 28. Cambios en el perfil de expresién de las células endoteliales del plexo coroideo por la presencia de las
células leucémicas. Las células endoteliales del plexo coroideo (HCPEC) se cultivaron en presencia o ausencia de la
linea leucémica Nalmé6 durante 12 horas. A) A continuacion, se llevé a cabo el andlisis por PCR cuantitativa a tiempo
real de los niveles de expresion de las citoquinas inflamatorias (IL-16, IL-6, IL-8), asi como de CCL2 y VEGFA,
representados en la grdfica. B) También se cuantificaron los niveles de ARNm de las moléculas de uniones
intercelulares (CLDN11, CDH5) y las moléculas de adhesion (ICAM1, VCAM1). Se muestra la media + desviacion
estdndar (3-5 experimentos) de la expresion en células endoteliales de los diferentes genes tras el co-cultivo con células
leucémicas relativa a la expresion obtenida en los cultivos control. Los niveles de expresion génica fueron normalizados
frente a la expresion de GNB2L1 (**p<0.01; ***p<0.001).

11. Caracterizacion del estroma conjuntivo del plexo. Respuesta a la

presencia de células leucémicas

Los resultados anteriores sugieren que el estroma conjuntivo del plexo podria representar un nicho
idoneo para el asentamiento de las células leucémicas en el cerebro. En este sentido, las primeras
descripciones histoldgicas del desarrollo del plexo coroideo humano revelaban la existencia de
hematopoyesis en el estroma conjuntivo del mismo entre las semanas 6-8 de desarrollo 3° (Coleccién de
Groninger). Dado que nuestra facultad alberga una de las embriotecas mejor conservadas del mundo
(Coleccion del Instituto de Embriologia de la Universidad Complutense de Madrid), nos planteamos

corroborar este extremo con las preparaciones histoldgicas de dicha coleccidn. Encontramos pequefios
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clusters de células que recuerdan a los islotes de hemangioblastos presentes en el saco vitelino o en la
region aorta-géonda-mesonefros (AGM), en el esbozo mesenquimal del plexo coroideo de los ventriculos
laterales, en embriones de 6-7 semanas de desarrollo (Figura 29). Estas observaciones sugieren que,
puesto que el estroma del plexo coroideo tiene las caracteristicas para albergar células del linaje
hematopoyético, podria constituir un microambiente favorable para albergar células leucémicas una vez

que éstas alcanzaran el cerebro.
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Figura 29. Nichos hematopoyéticos en el estroma del plexo coroideo de los ventriculos laterales. Estudio histoldgico
del plexo coroideo humano en la semana 7 de desarrollo embrionario. A-B) Panordmica en la que se observa el esbozo
de plexo coroideo en los ventriculos laterales (VL). C) Tejido mesenquimal caracteristico del esbozo del estroma del
plexo donde se pueden observar células de ntcleo pdlido correspondientes a células mesenquimales fibrobldsticas. D-
E) Islotes de células badsofilas (flechas), que recuerdan a los islotes de hemangioblastos presentes en el saco vitelino.
Ndtese el intimo contacto de estas células con la pared de capilares y vénulas (VS) presentes en el estroma del plexo,
asi como la presencia de células eritroides nucleadas. F) Detalle de células basdfilas (#) en las que destaca un nicleo
redondeado, basdfilo, rodeado por un escaso citoplasma que recuerda a células del linaje hematopoyético. Eritrocitos
(*), células estromales (flechas). Azdn (Ay D); H-E (B, C, E, F). x4 (A); x10 (B); x20 (C-E); x40 (F).

En este sentido, el establecimiento de co-cultivos de células leucémicas con células epiteliales del plexo
coroideo humano o con fibroblastos del estroma conjuntivo del mismo, puso de manifiesto la mayor
apetencia de las células tumorales por estos ultimos. Como se observa en las imagenes tomadas en ambos
tipos de cultivo, mientras que un importante porcentaje de las células leucémicas aparecian en suspension
en el cultivo con células epiteliales, la presencia de fibroblastos provocaba el reclutamiento de la mayoria

de las células tumorales, quedando en muchos casos cubiertos por ellas (Figura 30).
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Figura 30. Interaccion entre las células
leucémicas y células del plexo coroideo en
cultivo. Células epiteliales (A, B) y fibroblastos (C,
D) del plexo coroideo humano cultivados durante
24 horas en presencia o ausencia de células
leucémicas de la linea Nalm6. Obsérvese la
distinta disposicion de las células leucémicas
sobre los dos tipos celulares poniendo de
manifiesto la mayor apetencia de las células
leucémicas por los fibroblastos. A-D: x10.

Nos planteamos entonces analizar las caracteristicas de los fibroblastos del estroma conjuntivo y como
éstos eran modificados por la presencia de las células leucémicas. Para ello se establecieron co-cultivos
de fibroblastos derivados de plexo coroideo humano con células leucémicas de la linea Nalmé6 o células

primarias bajo diferentes condiciones.

Analizamos, en primer lugar, la expresion de los posibles mediadores moleculares responsables de la
adhesion de las células leucémicas a los fibroblastos del plexo. La interaccidén entre ambos tipos celulares
provocé un incremento significativo tanto en la expresion de VLA-4y LFA-1 en las células leucémicas como

en sus ligandos, VCAM-1 e ICAM-1 en los fibroblastos (Figura 31).
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Figura 31. Regulacion de las interacciones célula-célula en los co-cultivos de fibroblastos del plexo coroideo y células
leucémicas. A) Andlisis de expresion por PCRq de VLA-4 y LFA-1 en las células leucémicas (Nalm6) en condiciones
basales o co-cultivadas durante 12 horas sobre insertos transwell con fibroblastos humanos del plexo coroideo (HCPFb)
previamente sembrados en la cara inferior del inserto. B) Expresion comparada de VCAM1 e ICAM1 en los fibroblastos
presentes en estos co-cultivos y aquellos cultivados en ausencia de células leucémicas. Los niveles de transcrito de los
genes analizados fueron normalizados frente a los de GNB2L1. Los resultados representan la media + desviacion
estdndar de al menos tres experimentos independientes. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). C) La expresion de VCAM-
1 e ICAM1 en los fibroblastos del plexo coroideo fue analizada mediante citometria de flujo tras 72h en contacto
directo con las células leucémicas. La intensidad media de fluorescencia se indica en cada histograma. Se muestra un
experimento representativo de tres experimentos independientes.
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Mas auin, como se observa en las imagenes de inmunofluorescencia (Figura 32), las células leucémicas no
s6lo aparecian estrechamente adheridas a los fibroblastos, sino que en muchas ocasiones se disponian en
clusters situados por debajo de las células estromales e inmersas en un abundante lecho de matriz
extracelular (Figura 32A-D). Estas imagenes recuerdan a los cldsicos cultivos de Whitlock/Witte en los que
células estromales de la médula 6sea permiten el mantenimiento y diferenciacién del linaje B, asi como
la supervivencia de células leucémicas 8. Ademads, estas células expresaban niveles de CD19 muy
inferiores a los exhibidos por las células que aparecian aisladas en el cultivo o que no presentaban un
contacto tan estrecho con los fibroblastos (Figura 32). En estos clusters se observaban blastos leucémicos
de gran tamafio y morfologia irregular que, en ocasiones, presentaban proyecciones tipo invadopodio

(Figura 32E) (ver apartado 12).

Figura 32. Estudio de los cambios
morfologicos de las células
leucémicas en contacto con los
fibroblastos del estroma del plexo
coroideo. Células Nalmé6 y
fibroblastos del plexo coroideo
fueron co-cultivados durante 72
horas y analizados mediante
inmunofluorescencia  A)  Triple
inmunofluorescencia en la que se
muestra las células tumorales
marcadas con anticuerpos anti-
CD19 (rojo), las células

fibrobldsticas marcadas con anticuerpos anti-coldgeno tipo | (verde) y los nucleos
celulares tefiidos con Hoechst 33258 (azul). B-D) Inmunofiuorescencias simples E)
Expresion de filamentos de actina (rojo). Nétese la formacidn de proyecciones tipo
invadopodio en las células leucémicas en contacto con los fibroblastos (flecha).

Puesto que los principales responsables de la sintesis y renovacion de la matriz extracelular en los tejidos
conjuntivos son los fibroblastos, analizamos también en los cultivos primarios de estas células la expresion
de distintos componentes de matriz extracelular en presencia o ausencia de células leucémicas. Como se
observa en la Figura 33, niveles elevados de ARNm de coldgenol al, laminina, fibronectina y tenascina C
asi como del componente proteico de algunos proteoglicanos y de la MMP2 fueron detectados en
fibroblastos control de plexo coroideo humano. Sin embargo, esta expresidén no se modificé en presencia

de células leucémicas.
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Figura 33. Andlisis de la expresion de componentes de matriz extracelular en los fibroblastos del plexo coroideo en
presencia o ausencia de las células leucémicas. Los fibroblastos (HCPFb) sembrados en la cara inferior de la
membrana de un inserto transwell se co-cultivaron con la linea leucémica Nalmé sembrada sobre la cara superior de
la misma. Tras 12 horas, se cuantificé por PCRq la expresion de los distintos componentes de matriz extracelular arriba
indicados en los fibroblastos del plexo coroideo, tanto en condiciones basales como en contacto con las células Nalmé.
Los datos muestran la media + desviacion estdndar de la expresion de estos genes de 3-4 experimentos
independientes. GNB2L1 fue empleado como control enddgeno.

Utilizando esta misma estrategia experimental, evaluamos la expresion de diferentes marcadores
descritos para fibroblastos y/o fibroblastos asociados a tumor (CAFs). Una expresién incrementada de alfa
actina de musculo liso (a-SMA) y del factor de crecimiento derivado de plaquets (PDGFRB) era patente en
los fibroblastos cultivados con las células leucémicas frente a aquellos cultivos control. Entre los genes
que incrementaban su expresion se encontraba también VEGFA. Ademas, se observd un significativo
incremento en la expresidn del ligando de la ruta de sefializacién Notch, JAGGED1. No encontramos
diferencias, sin embargo, en la expresion de FGF2 o TGF-3 que, si bien eran expresados en niveles elevados
por los fibroblastos del plexo, su expresidn no se veia modificada por la presencia de las células leucémicas
(Figura34A). Por otra parte, el andlisis por inmunofluorescencia de estos co-cultivos evidenciaba un
incremento de la expresion de a-SMA y vimentina en los fibroblastos en contacto con las células tumorales

(Figura 34B).
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Figura 34. Estudio de la expresion de marcadores de fibroblastos asociados a tumor y del ligando de la seializacion
Notch en los fibroblastos del plexo coroideo en presencia de células leucémicas. A) Andlisis por PCR cuantitativa a
tiempo real de los niveles de expresion en las células fibrobldsticas del plexo coroideo de los genes indicados en la
grdfica tras su cultivo en presencia o ausencia de la linea leucémica Nalmé6 en un sistema transwell que permitia el
contacto entre ambos tipos celulares durante 12 horas. Los niveles de expresion fueron normalizados frente a la
expresion del gen enddgeno GNB2L1. La grdfica muestra la media + desviacion estdndar de tres experimentos
independientes. (* p < 0,05, ** p < 0,01). B) Imdgenes representativas del estudio mediante microscopia de
fluorescencia de la expresion de a-SMA (verde; derecha) y vimentina (verde, izquierda) en los fibroblastos en presencia
o ausencia de las células Nalmé (rojo).

Ademas, la presencia de las células leucémicas en el cultivo provocé en los fibroblastos un aumento
significativo de la expresion de los genes de factores inflamatorios /L-6, IL-8 y CCL2 (Figura 35A) Estos
incrementos fueron confirmados también a nivel de proteina, siendo la IL-8 la molécula que experimentd
los mayores cambios (rango de 6 a 9 veces tanto de ARNm como de proteina (Figura35B). Esto implica
que la presencia de la leucemia en el estroma del plexo coroideo genera en éste un ambiente pro-
inflamatorio. Por su parte, en los cultivos control de células leucémicas no fue posible detectar de las
citoquinas IL-6, IL-8 y CCL2 (datos no mostrados). Sin embargo, se detectd la expresidn de IL-183, de
ADAM10, TGF-By VEGFA, observandose una regulacion positiva de éstos en presencia de los fibroblastos
del plexo coroideo. También expresaban los receptores de la sefializacion Notch, Notchl y Notch2,
aunque no se detectaron cambios en sus niveles de expresion tras el co-cultivo con los fibroblastos del
plexo coroideo (Figura 30). La expresidn de receptores Notch3 y Notch4, sin embargo, se encontraba en

el limite de deteccién (datos no mostrados).
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Figura 35. Produccion de citoquinas inflamatorias por fibroblastos en presencia o ausencia de células leucémicas
de la linea Nalmé6. A) Expresion de ARNm de IL-186, IL-8, IL-6 y CCL-2 en fibroblastos del plexo coroideo humano (HCPFb)
cultivados en contacto con células leucémicas en un sistema en transwell durante 12 horas. B) La produccion de IL-8,
IL-6 y CCL-2 fue analizada en los sobrenadantes recogidos tras 72 horas de cultivo mediante ELISA o CBA. Los datos
representan la media + desviacion estdndar de 3 experimentos independientes. (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

*k :m::’{:g (HCPFb) Figura 36. Cambios en el perfil de expresion génica de las

¥ células leucémicas en presencia de los fibroblastos del
plexo coroideo. Tras el co-cultivo de las células Nalm6 con
los fibroblastos del plexo coroideo durante 12 horas, la
expresion génica de las moléculas indicadas en la grdfica
fue cuantificada por PCRq. Se representa la media +

desviacion estandar de la expresion génica relativa a la de

Expresion relativa

los cultivos control de 3 experimentos independientes.
GNB2L1 fue empleado como control enddgeno.
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12. El estroma del plexo coroideo como santuario para las células

leucémicas

Dado que las interacciones entre las MSCs y las células leucémicas en la médula dsea parecen ser
responsables, al menos en parte, de la quimiorresistencia exhibida por las células tumorales en la LLA 37,
nos planteamos analizar si el contacto de las células leucémicas con los fibroblastos del plexo inducia
efectos similares. Para ello analizamos, en primer lugar, la tasa proliferativa de las células leucémicas en
presencia o ausencia de los fibroblastos observandose una significativa reduccion en la proliferacion de
las células leucémicas como consecuencia de la presencia de los fibroblastos en el cultivo (Figura 37A, B).
Para determinar si esta disminucion en la tasa proliferativa se correlacionaba con la poblacién de células

leucémicas que mas estrechamente interaccionaba con los fibroblastos, establecimos co-cultivos
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similares a los anteriores, en los que tras 48 horas se recogian las células leucémicas separandolas en dos
fracciones. En la primera (F1) se recogian aquellas que se encontraban en suspensién en el medio de
cultivo junto a aquellas menos adheridas a las células estromales, y en la segunda (F2), aquellas mas
adheridas que requerian de tratamiento enzimatico para su separacion de los fibroblastos. Como se
observa en la Figura 37C, en la F2 se identificaban dos poblaciones. La de mayor tamafio representaba un
15-20% de las células, y su intensidad media de fluorescencia para CD19 era inferior a la del resto de las
células recuperadas del cultivo, tanto de la F1 como de la F2. Ademas, esta subpoblacién presentaba una

tasa proliferativa significativamente reducida.

A B C

&8 Nalmé . IMF:256 | 44,8%
c 53,4% : 1
o i F1 10% » |
2 40 ** o ot s :
= ‘ - : IMF:258 ! 43,8%
E_l ﬂ 10 !

a i

7 Nalmé (HCPFb) S | ‘
o -
S 20 36,3% 100 i
8 3 IMF:176 i 26,2%
xR be 10° /\\“

0- 7-AAD o ‘ 10 107 plg 10* 10 10? 10° 10*

Nalmg Nalmé FSC CD19 7-AAD
(HCPFb)

Figura 37. La presencia de fibroblastos del plexo coroideo reduce la proliferacion de las células leucémicas. La linea
leucémica Nalmé6 fue cultivada de manera aislada o en co-cultivo con fibroblastos del plexo coroideo (HCPFb) durante
48 horas. Tras este periodo, el porcentaje de células en division fue cuantificado por citometria de flujo mediante la
tincion del ADN con 7-AAD. A) La grdfica representa la media + desviacion estdndar del porcentaje de células Nalmé
en proliferacion de tres experimentos independientes. ** p < 0,01. B) Histogramas representativos del porcentaje de
células Nalmé6 en la fase S/G2/M en presencia o ausencia de fibroblastos. C) Andlisis del tamafio (FSC), la expresion de
CD19 y el porcentaje de células en proliferacion de las subpoblaciones de células Nalmé presentes en la fraccion de
células en suspension (F1) o interaccionando estrechamente con las células estromales del cultivo (F2). Se muestran
datos representativos de 3 experimentos independientes.

Los resultados anteriores sugerian que estas células estromaticas podian ser capaces de proteger a las
células tumorales de los agentes quimioterdpicos utilizados convencionalmente en el tratamiento
intratecal de la LLA. Por ello, a continuacién, analizamos la viabilidad de las células leucémicas en
presencia de dosis crecientes de agentes quimioterapicos. Como se observa en la Figura 38C, D,
independientemente de la linea de LLA utilizada (Nalmé o Tom1), la viabilidad de las células leucémicas
fue significativamente superior en aquellos cultivos en los que estaban presentes células fibroblasticas
del plexo coroideo, cuya viabilidad no se vio afectada por la presencia de los quimioterapicos (Figura 38A).
Este drastico efecto protector se observaba incluso con las dosis mayores utilizadas de metotrextato o
citarabina y tras 72 horas de cultivo. Asi, mientras que en los cultivos control la viabilidad de las células
de la linea Nalm6 expuestas a dosis de 0,1 y 1 uM de ambos quimioterapicos era inferior al 30%, la
presencia de los fibroblastos del plexo en el cultivo incrementd la supervivencia de estas células,

alcanzandose valores muy similares a los cultivos control (70%). A diferencia de lo que ocurria con los
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fibroblastos, las células epiteliales del plexo coroideo no fueron capaces de inducir proteccion para

ninguno de los quimioterdpicos utilizados (Figura 38B).

A continuacidn, analizamos si los efectos quimioprotectores del fibroblasto se extendian también a células
primarias leucémicas. Para ello, utilizando un protocolo experimental similar al anterior, estudiamos la
viabilidad de dos muestras primarias de LLA en presencia o ausencia de fibroblastos. Al igual que ocurria
con las lineas leucémicas utilizadas, la supervivencia de las células leucémicas en presencia de los
guimioterapicos aparecia significativamente incrementada cuando estaban presentes los fibroblastos del

plexo coroideo en el cultivo (Figura 38E).
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Figura 38. El co-cultivo con fibroblastos del plexo coroideo reduce la sensibilidad de las células leucémicas frente a
los agentes quimioterdpicos. Estudio de la viabilidad de las células tumorales expuestas a dosis crecientes (0.01, 0.1
y 1 uM) de metotrexato (MTX) y citarabina (Ara-C), durante 72 horas en presencia o ausencia de fibroblastos del plexo
coroideo (HCPFb). El porcentaje de células viables (Anexina- IP-) fue cuantificado mediante citometria de flujo. A)
Andlisis del efecto de los agentes quimioterdpicos en la viabilidad de los fibroblastos del plexo coroideo. Se muestra la
media + desviacion estdndar del porcentaje de células viables de tres experimentos independientes. B) La grdfica
representa la media * desviacion estandar (4 experimentos independientes) del porcentaje de viabilidad de la linea
leucémica Nalmé6 sola o en co-cultivo con células epiteliales del plexo coroideo (HCPEpIC) en presencia de diferentes
dosis de MTX o Ara-C. C) Se muestran dot-plots representativos del estudio de la viabilidad de las células leucémicas
tratadas con MTX y Ara-C en co-cultivo con HCPFb o en ausencia de los mismos mediante la tincion con Anexina V, asi
como ioduro de propidio. En cada dot-plot se indica el porcentaje de células de cada subpoblacion. Datos
representativos de seis experimentos independientes. D) Porcentaje de células leucémicas Nalmé6 y Tom1 viables tras
72h de tratamiento con dosis crecientes de MTX y Ara-C y cultivadas con o sin HCPFb. La grdfica indica la media +
desviacion estdndar de al menos 4 experimentos independientes. E) Cuantificacion por citometria de flujo del
porcentaje de células Anexina V ~ IP- de dos muestras de pacientes con LLA tras el tratamiento con los agentes
quimioterdpicos (0.1uM) en presencia de fibroblastos del plexo coroideo. Los datos representan la media * desviacion
estdndar del porcentaje de viabilidad respecto al porcentaje en los cultivos control, en ausencia de HCPFb, de tres
experimentos independientes. (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

A tenor de estos resultados, analizamos si estos efectos eran consecuencia directa de la produccién de
factores solubles por los fibroblastos y/o por el establecimiento de contactos entre ambos tipos celulares.
Como se observa en la Figura 39 tanto la interaccidn fisica entre los dos tipos celulares como los factores
presentes en el medio de cultivo condicionado por los fibroblastos durante 48 horas participan en los
efectos protectores observados. Sin embargo, los contactos célula-célula parecen ser los principales

responsables de los mismos.

A - Nalmé

- CTL Figura 39. Efecto del contacto célula-célula y los
3 = HCPFD factores solubles en la proteccion de las células
Tg'f 07 * == HPbfipdos  leycémicas otorgada por los fibroblastos frente al

£ T MC-HCPFb . . . C
£ ool ® tratamiento con quimioterdpicos. La viabilidad de
b las células leucémicas Nalmé (A) y Tom1 (B) tratadas
% 1004 con metotrexato (MTX) y citarabina (Ara-C) a una
32 ‘ concentracion  de  0.1uM  fue  evaluada
comparativamente en ausencia o presencia de los
L GlChs fibroblastos del plexo coroideo (HCPFb), asi como en
B . Tom1 —_ presencia de HCPFb previamente fijados con
o e PP paraformaldehido 4% o del medio condicionado por
i; 700 = HCPPb fijados éstos. Las grdficas representan el porcentaje de
g —— Mc.Hcpen  Células viables en cada condicion relativa al
ki 07 porcentaje de viabilidad en ausencia de fibroblastos
;:E 200 bl . . (100%). Se muestra la media + desviacion estdndar de
s los datos de tres experimentos independientes. (*p <

3 1m-ﬁ 0,05; *** p < 0,001).
MTX Ara-c
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Para ahondar en el mecanismo mediante el cual los fibroblastos ejercen estos efectos protectores,
establecimos cultivos similares a los descritos en el apartado anterior afiadiendo, en este caso, el
anticuerpo bloqueante anti-VLA4, con el fin de impedir la interaccién VCAM-1-VLA4 o el inhibidor de la y-
secretasa, DAPT para bloquear la sefializacién a través de Notch. La adicion de éstos redujo
significativamente la capacidad protectora de los fibroblastos, disminuyendo la viabilidad de las células

leucémicas respecto a los valores observados en los co-cultivos control (Figura 40).

150 Figura 40. Efecto de la inhibicion de la interaccion VCAM1-

VLA-4 y de la seiializacion Notch en la supervivencia de las
células leucémicas en co-cocultivo con los fibroblastos del
100 plexo. Estudio de la viabilidad de las células Nalmé co-
cultivadas con los HCPFb en presencia del anticuerpo
bloqueante contra VLA-4 (10ug/0,5x10%células), del
inhibidor de la via de sefializacion Notch, DAPT (50uM) o en

ausencia de estos (CTL: anti-lgG y DMSO, respectivamente)

507

tras 72h. Los datos representan el porcentaje de células

% Viabilidad relativa al CTL

viables en cada condicion relativa al porcentaje de
viabilidad en ausencia de los inhibidores (100%). Se muestra
la media + desviacion estdndar de 3-4 experimentos
independientes. (** p <0,01).

MTX Ara-C
. CTL I anti-VLA4 1 DAFT

En conjunto, estos resultados indican que el estroma del plexo coroideo representa un santuario para las
células leucémicas. Alli, estas células son capaces de escapar a los efectos de los quimioterapicos a través

de la interaccion con los componentes estromaticos.

13. Expresion de BMP4 en diferentes subpoblaciones de células

leucémicas

Trabajos previos de nuestro grupo, asi como de otros grupos de investigacion, han puesto de manifiesto
la relevancia de la via de sefializacién BMP en el mantenimiento de las células stem hematopoyéticas y en
su diferenciacion hacia diferentes linajes, incluyendo los linfocitos B 133187, En este contexto y, a tenor de
los resultados previos del grupo obtenidos tras el analisis de muestras primarias procedentes de una
primera cohorte de pacientes que asociaban altos niveles de expresién de BMP4 por los blastos al
diagndstico con las recaidas en la LLA, nos planteamos primeramente el estudio de la expresion del
morfdégeno durante la diferenciacién temprana de linfocitos B en la médula ésea sana humana. Asi, como
se observa en la Figura 41A, la mayor expresién de BMP4 estaba asociada a la poblacion mas inmadura

CD34*CD10*, reduciéndose en estadios posteriores de diferenciacion.

Evaluamos a continuacidn, los niveles de BMP4 en las células de LLA aisladas de diferentes localizaciones

anatomicas de ratones que habian desarrollado la enfermedad tras ser trasplantados con muestras
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primarias. En todos los casos, los niveles de expresion de BMP4 fueron dependientes de la muestra de
LLA y similares entre las distintas localizaciones (Figura 41C). De nuevo, al igual que se observaba en la
diferenciacion B en la médula dsea sana, en las muestras en las que era posible identificar diferentes
subpoblaciones, las células leucémicas con un fenotipo menos diferenciado eran las que expresaban

mayores niveles de BMP4 (Figura 41B).
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Figura 41. Expresion de BMP4 en las diferentes subpoblaciones de células leucémicas en diferentes localizaciones.
A) Andlisis de los niveles de expresion de BMP4 mediante citometria de flujo en las subpoblaciones de células obtenidas
de médula ésea humana que se encuentran en diferentes estadios de diferenciacion (CD34+CD10+; CD34-CD10+ y
CD34-CD10-). Se muestran datos representativos de tres experimentos independientes. La intensidad media de
fluorescencia (IMF) se indica en cada histograma. B) Datos representativos de los niveles de expresion de BMP4 en
cada una de las subpoblaciones de células leucémicas indicadas. Se muestran los diferentes drganos analizados. Las
grdficas muestran la media * desviacion estdndar de la intensidad media de fluorescencia (IMF). C) Andlisis de la
expresion de BMP4 en las células leucémicas aisladas de diferentes érganos en ratones trasplantados con diferentes
muestras primarias. Las barras representan la media + la desviacion estdndar de la IMF (n=5 ratones/muestra). MO:
Meédula désea.

14.La elevada expresion de BMP4 en muestras primarias de LLA-B
correlaciona con mayores tasas de injerto en el modelo xendgenico de

LLA

Para conocer la relevancia en el desarrollo y mantenimiento de la enfermedad de los niveles de expresion
de BMP4 en células leucémicas, ratones NSG fueron infundidos, segun se indica en el esquema (Figura
42A), con muestras primarias de LLA-B que exhibian altos o bajos niveles de BMP4 determinados en
funcién de la mediana de expresion de las muestras recopiladas y analizadas. El 90% de los ratones del

primer grupo desarrollaron los sintomas clinicos, detectdndose un elevado porcentaje de injerto en
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sangre, médula dsea y bazo (Figura 42B, C). Ademads, en todos los animales fueron encontrados blastos
leucémicos en SNC. Por el contrario, Unicamente el 10% de los animales a los que se les habian infundido
células leucémicas que expresaban bajos niveles de BMP4 desarrollaron la enfermedad, detectandose
injerto en todos los 6rganos diana analizados, incluido el SNC. En el resto de los animales de este grupo,
no fueron detectadas células leucémicas en ninglin érgano tras 16 semanas post-trasplante, momento en

que se llevaba a cabo el sacrificio (Figura 42B).
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Figura 42. BMP4 en el desarrollo de la LLA en el modelo xenogénico. A) Esquema del disefio experimental. B) Curva
de supervivencia de los animales trasplantados con muestras primarias que presentaban altos (4 muestras) y bajos (5
muestras) niveles de expresion de BMP4 (3-5 animales/muestra). C) Datos representativos de los porcentajes de
infiltracion leucémica (hCD19*mCD45°) detectados en los diferentes drganos analizados por citometria de flujo en el
momento del sacrificio.

15.Niveles elevados de BMP4 incrementan la agresividad de la linea

leucémica Nalmé6

Dado que los resultados del apartado anterior indicaban que la infusion de muestras primarias con altos
niveles de expresién de BMP4 se correlacionaba con una mayor probabilidad de injerto, nos planteamos,
a continuacion, analizar los mecanismos por los que BMP4 podria favorecer el desarrollo y mantenimiento
de la enfermedad. Con este objetivo se modificd genéticamente la linea leucémica Nalmé6 para que
expresase elevados niveles de BMP4 (Nalm6-BMP4). El analisis mediante PCRq de los posibles cambios en
la expresion de los distintos componentes de la maquinaria de sefializacion BMP en estas células reveld
que, si bien no se encontraron diferencias en la expresion de la mayor parte de los componentes de esta
via analizados, las células Nalm6-BMP4 presentaban un incremento significativo de la expresién de la

Smad inhibidora, SMAD7, acompafiado de una reduccion en la expresion de los genes diana ID1 e ID4
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(Figura 43). Estos datos sugieren que una mayor produccién de BMP4 por parte de las células leucémicas

induce una regulacion negativa de la via de sefializacion canénica de BMP en la propia célula leucémica.
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Figura 43. Cambios en la expresion de los componentes de la via de sefializacién BMP en las células Nalmé que
sobreexpresan BMP4. Andlisis por PCR cuantitativa de los niveles de ARNm de BMP4, SMAD?7, ID1 e ID4. Dichos niveles
se normalizaron frente a los niveles del gen endégeno GNB2L1. Los datos representan la media + desviacion estandar
de 3 experimentos independientes (*p<0,05).

Las células Nalm6 y Nalm6-BMP4 fueron trasplantadas en paralelo en ratones NSG, siguiendo un modelo
similar al descrito anteriormente (Figura 44A). Los animales de todos los grupos experimentales
desarrollaron la enfermedad, sin embargo, en el grupo trasplantado con las células que sobreexpresan
BMP4 (Nalm6-BMP4), la aparicidn de los sintomas era significativamente mas temprana manifestandose,
ademas, de forma mas severa que en el grupo control (Nalm6), pues todos los animales presentaron

paralisis en las extremidades posteriores (Figura 44B).

A pesar de los datos clinicos obtenidos, sorprendentemente, el estudio de los drganos donde
habitualmente injertan las células leucémicas, médula ésea y bazo, revelé que los animales Nalm6-BMP4
exhibian nimeros de células leucémicas injertadas en bazo significativamente menores que los animales
Nalmé (Figura 44C). El analisis del ciclo celular de las células leucémicas recuperadas de estos ratones
evidencié que dicha reduccidn obedecia a una disminucién en el porcentaje de células tumorales en
division en los animales Nalm6-BMP4 (Figura 44D). En correlacidn con estos resultados que indicaban que
la sobreexpresion de BMP4 reducia la tasa proliferativa de las células leucémicas, las células Nalm6-BMP4
aisladas de los animales exhibieron una menor sensibilidad a los qumioterapicos, metotrexato y
citarabina, que las células Nalm6, en ensayos in vitro (Figura 44E). Para confirmar que estos efectos en
ciclo celular eran debidos a la mayor produccién de BMP4, analizamos la proliferacion de estas células
tras la adicidon de nanoanticuerpos bloqueantes, anti-BMPA4. En linea con estos resultados, el nimero de
células Nalm6-BMP4 recuperadas de los cultivos a los que se les adicionaban dichos anticuerpos fue

significativamente superior que en los cultivos control (Figura 44F).
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Figura 44. Efecto de la sobreexpresion de BMP4 en las células leucémicas en el modelo xenogénico de LLA. A)
Esquema del disefio experimental. B) Curva de supervivencia de los ratones trasplantados con células Nalm6-BMP4,
cuya mediana de supervivencia es de 27 dias, y con Nalm6, cuya mediana es de 31 dias (n=10 animales por grupo) C)
Cuantificacion del numero de células leucémicas presentes en bazo y médula dsea, asi como del porcentaje de
infiltracién en bazo de los animales de ambos grupos. (n=7-10 animales por grupo). Se muestra la media de cada
grupo de animales, representando cada punto a cada uno de los ratones analizados. D) Andlisis del ciclo celular de las
células leucémicas aisladas del bazo. La grdfica representa la media + la desviacion estandar del porcentaje de células
en fase GO/G1 (n=6 animales por grupo). Histogramas representativos de las células Nalmé y Nalm6-BMP4 (CD19*)
tefiidas con 7AAD. Se indica el porcentaje de células en GO/G1 (izquierda) y el porcentaje de células en fase S/G2/M
(derecha). E) Estudio mediante citometria de flujo de la viabilidad (Anexina ~ IP ) de las células Nalm6-BMP4
recuperadas del bazo respecto a la de las células Nalmé, tras 72 horas de cultivo con dosis crecientes (0.01, 0,1, 1uM)
de los agentes quimioterdpicos: citarabina y metotrexato. Se representa la media * desviacion estandar del porcentaje
de viabilidad relativizado al control de las células Nalm6-BMP4 respecto a las Nalmé6 de tres experimentos
independientes; F) Cuantificacion del nimero de células Nalm6-BMP4 tras el tratamiento con el nanoanticuerpo
bloqueante, C4C4. Los datos corresponden a la media media * desviacion estdndar de tres experimentos
independientes (*p<0,05; **p<0,01).

Por otra parte, el andlisis por PCRq de la expresidon génica en células leucémicas recuperadas del bazo de
los animales Nalm6-BMP4 y Nalmé6 reveld niveles significativamente incrementados de las moléculas de

adhesién VLA-4 y LFA-1, asi como de la metaloproteasa ADAM-10, en los primeros (Figura 45A). El
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tratamiento in vitro de las lineas leucémicas Nalm6 y Tom1 con diferentes dosis de BMP4 exdgeno
también indujo una regulacién positiva de la expresion de VLA-4 (Figura 45C, D). A tenor de estos
resultados, de la importancia de las interacciones a través de VLA-4 en la supervivencia de las células
descrita en apartados anteriores y, puesto que se ha descrito recientemente que elevados niveles de
expresién de esta integrina se asocian con un mal prondstico de los pacientes con LLA%, analizamos la
expresion de VLA-4 en una cohorte de pacientes de LLA- B confirmando, como se observa en la Figura
45B, una mayor expresion de ésta integrina en los pacientes que recaen respecto al grupo de pacientes

que no recaen.
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Figura 45. Efecto de BMP4 en la expresion de moléculas de adhesion y metaloproteasas en las células leucémicas.
VLA-4 se asocia con las recaidas en la LLA. A) Expresion de ARNm de VLA-4, LFA-1 y ADAM10 en las células Nalmé6 y
Nalm6-BMP4 aisladas del bazo de los animales que habian desarrollado la enfermedad. Las grdficas representan la
media * desviacion estdndar (n=3 animales/grupo). B) Niveles de expresion al diagndstico de VLA-4 en muestras de
pacientes de LLA en funcion de la posterior aparicion de recaidas en la enfermedad. Se muestra la media + desviacion
estdndar (n= 66 pacientes de LLA-B). C, D) Andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles de ARNm de
VLA-4 en las lineas leucémicas Nalmé (C) y Tom1 (D) tras el tratamiento durante 48 horas con distintas dosis de BMP4
(0.01, 0.1, 1, 10, 100 ng/ml). Los datos representan la media * desviacion estdndar de 3 experimentos independientes.
En todos los casos los niveles de expresion fueron normalizados frente a la expresion de GNB2L1. (*p < 0.05, **p <
0.01).
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A diferencia de lo observado en periferia, el nimero de células leucémicas infiltradas en el cerebro fue
superior en aquellos animales infundidos con células Nalm6 que sobreexpresaban BMP4, si bien la

diferencia no llegé a ser significativa (Figura 46).

o Cerebro

.l Figura 46. Infiltracion en cerebro de células leucémicas que sobreexpresan
. = BMPA4. La grdfica representa la media del porcentaje de células CD19* presentes
2 1,0 ] en la suspension de cerebro analizada por citometria de flujo, en los grupos de
E : animales trasplantados con células Nalmé6 y con Nalm6-BMP4. Cada punto
% os{ & : representa el porcentaje obtenido en cada animal analizado. (n=10 animales por
= ° [ ] grupo)

o .

Nalmé  Nalm6-BMP4

En linea con un mayor nimero de células Nalm6-BMP4 en el cerebro y dado que BMP4 ha sido descrito
como uno de los factores implicado en la alteracién de la funcién endotelial 4+ 1%, se llevé a cabo un
estudio in vitro de la capacidad de BMP4 y de las células leucémicas para modificar el fenotipo de las
células endoteliales de la microvasculatura cerebral (hMECs). El establecimiento de co-cultivos entre éstas
y las células Nalme6, la adicion de diferentes dosis de BMP4 a los cultivos de hMECs y la combinacion de
ambos indicé que niveles elevados de BMP4, asi como la presencia de las células leucémicas inducian una
regulacion positiva de la expresion de VCAM-1 al mismo tiempo que se reducia la expresion de VE-
Cadherina en estas células por efecto de BMP4 y de manera dosis dependiente, lo que podria facilitar la

adhesién y el paso de las células leucémicas Nalm6-BMP4 a su través (Figura 47A, B).
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Figura 47. Modificacién de la expresion de VCAM-1 y VE-Cadherina en las células endoteliales por efecto de BMP4
y/o de las células leucémicas. Las hMECs se cultivaron en presencia o ausencia de BMP4 (0.01ng/ml o 100ng/ml) y/o
células Nalmé6 durante 48 horas. A continuacion, se llevd a cabo el andlisis por RT-PCRq de los niveles de expresion de
VCAM-1 (A) y VE-Cadherina (B). Los datos representan la media * desviacion estdndar de tres experimentos
independientes (*p<0,05, ***p<0,001; comparacion frente a las hMECs control; #p<0,05, comparacion frente al
tratamiento con BMP4; & p<0,05, frente al co-cultivo h(MECs-Nalm6).

Analizamos a continuacion, si BMP4 podia modificar también la capacidad migratoria de las células
leucémicas tal y como ha sido descrito previamente para otras células tumorales 8. Para abordar este

estudio, se realizaron ensayos de migraciéon con células Nalm6-BMP4 y Nalm6. Ambas lineas fueron
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marcadas con CFSE y colocadas en la cara superior de insertos transwell durante 4 horas. Tras este
periodo, se recogieron las células presentes tanto en el compartimento superior como en el
compartimento inferior y que, por tanto, habian migrado, cuantificAndose ambas fracciones por
citometria de flujo. Los resultados obtenidos indicaban que la sobreexpresion de BMP4 en las células
leucémicas dotaba a éstas de una mayor capacidad migratoria, pues el numero de células Nalm6-BMP4
recogidas del compartimento inferior fue 3 veces superior al de células Nalm6 (Figura 48). Estos resultados

sugieren que niveles incrementados de BMP4 podrian acentuar la capacidad invasiva de las células

leucémicas.
Migracién
15
Figura 48. La sobreexpresion de BMP4 incrementa la capacidad migratoria de
10 * las células Nalmé6. La grdfica representa el porcentaje de células Nalm6 y Nalm6-
8 BMP4 CFSE* que migran a través de la membrana de un inserto transwell durante
‘i 4 horas. Los datos indican la media * desviacion estandar de tres experimentos
¥ 5 independientes (*p<0,05).

Nalmé Nalmé-BMP4

Por tanto, la sobreexpresién de BMP4 en las células leucémicas provocaba una drastica reduccion en su
tasa proliferativa justificando los bajos nimeros de células recuperados de bazo y médula dsea en el
modelo animal. Sin embargo, estos resultados no explican la sintomatologia clinica mas agravada que
presentaban los animales pertenecientes al grupo Nalm6-BMP4. En este sentido, puesto que tanto
resultados publicados por otros autores como los datos mostrados en este trabajo en el apartado 4 ponen
de manifiesto la existencia de una respuesta inflamatoria a lo largo del desarrollo de la enfermedad v,
dado que BMP4 ha sido descrito como un agente inflamatorio *3, analizamos si los animales Nalm6-BMP4
presentaban un perfil inflamatorio diferente que pudiera, al menos en parte, ser responsable de la mayor
sintomatologia clinica. Como se observa en la Figura 49, los niveles de IL-6 de ratén en el momento en el
que los ratones fueron sacrificados eran significativamente superiores en el suero de los animales Nalm6-

BMP4 respecto a los ratones Nalm6.

IL-6
40 ¥
a
- a Figura 49. Niveles incrementados de IL-6 en el suero de los animales
E - n T:_ trasplantados con células Nalm6-BMP4. La concentracion de IL-6 fue
ag cuantificada en el suero de los animales control y en los trasplantados con Nalmé6
- aes a o Nalm6-BMP4 en el momento de la eutanasia. La grdfica representa la media de
s 5-6 animales/grupo. Cada punto corresponde a un individuo (*p<0,05).
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Asimismo, en el SNC de animales Nalm6-BMP4 podia observarse una respuesta astroglial incrementada
respecto a los animales Nalm6 sugiriendo que, como en periferia, la expresidon incrementada de BMP4
provocaba también una mayor respuesta inflamatoria en el tejido nervioso (Figura 50B, D). Finalmente,
cabe destacar que la vascularizacién en el tejido nervioso de estos animales también aparecia modificada
incluso respecto a los animales trasplantados con Nalm6, presentando mayor densidad vascular con vasos
sanguineos de mayor calibre que sugerian la existencia de un proceso angiogénico (Figura 50B-D).
Ademas, la cuantificacion de los niveles de VEGFA producidos por Nalmé y Nalm6-BMP4 evidenciaron una

mayor produccion del factor angiogénico por estas ultimas (Figura 50A).
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Figura 50. Efecto de BMP4 en la respuesta astroglial. Cambios en la vasculatura cerebral. A) La produccidn de VEGFA
por parte de las células Nalmé6 y Nalm6-BMP4 fue analizada mediante CBA en los sobrenandadntes recogidos tras 72h
de cultivo. La grdfica muestra la produccion de VEGFA de las células Nalm6-BMP4 relativa a las células Nalmé. Los
datos representan la media * desviacion estdndar de 3 experimentos independientes. *p<0.05. B, D) Imdgenes
representativas de la corteza cerebral de animales control, Nalm6 y Nalm6-BMP4. Inmunofluorescencia frente a GFAP
(rojo) y CD31 (verde). Todos los nticleos estan marcados con Hoescht. B:10x; D:40x. C) Porcentaje del drea de tejido
marcada con anti-CD31 de los tres grupos de animales. *p<0.05, **p<0.01; comparacion frente al grupo control; #
p<0.05, comparacion respecto al grupo Nalmé.

16.El tratamiento con el inhibidor de la seializacion candénica de BMP,

DMH]1, reduce la infiltracidon leucémica en el SNC

La evaluacion de la relevancia de la sefializacién BMP en el desarrollo y evolucion de la LLA fue abordado
utilizando diferentes aproximaciones experimentales, tanto in vitro como in vivo. En primer lugar,
seleccionamos 3 muestras primarias de LLA-B que exhibian una elevada expresion de BMP4 y que, en el
grupo de experimentos anteriores habian injertado e infiltrado en SNC en el 100% de los animales. El
bloqueo de la sefializacién se llevé a cabo mediante la implantacion de una bomba subcutidnea que
liberaba diariamente el inhibidor de la via candnica de sefializacién BMP, DMH1. En el grupo control, las
bombas eran cargadas con el diluyente. Para discriminar entre los posibles efectos del bloqueo de la
sefializacion BMP4 en el establecimiento y/o el mantenimiento de la enfermedad, se llevaron a cabo

distintos disefios experimentales (véanse esquemas adjuntos en cada uno de los apartados).

En el primer grupo de experimentos, evaluamos la posible implicacion de la sefializacion BMP2/4 en el
asentamiento de las células leucémicas en los érganos diana. Para ello, fueron implantados dispositivos
cutaneos cargados con el inhibidor DMH1 (DMH1-LLA, grupo tratado) o con DMSO (DMSO-LLA, grupo
control) 3 dias antes de la infusidn de las células leucémicas, que previamente habian sido marcadas con
CFSE. Los animales fueron sacrificados 16 horas después y las suspensiones de bazo y médula dsea, asi
como la sangre fueron analizadas por citometria de flujo (Figura 51A, B). Si bien el porcentaje de células
leucémicas CFSE* detectadas en bazo y médula dsea fue similar en ambos grupos de animales, el estudio
en sangre puso de manifiesto mayores nimeros de células leucémicas en los animales DMH1-LLA,

pudiendo sugerir esto una menor entrada de las células al conjunto de los érganos diana (Figura 518, C).
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Figura 51. Efecto de la inhibicion de la via de sefalizacion BMP en el asentamiento de las células leucémicas en los
érganos diana. A) Esquema del disefio experimental. Los dispositivos subcutdneos se implantaron 3 dias antes del
trasplante de las células leucémicas tefiidas con CFSE, iniciandose asi el inicio del tratamiento con el inhibidor de BMP,
DMH1 (3mg/kg/dia), o su diluyente (DMSO). Este se mantuvo hasta el momento en que los animales fueron
sacrificados, 16 horas post- trasplante. B) Datos representativos del porcentaje de células CFSE* encontrados en cada
uno de los drganos analizados: médula dsea, bazo y sangre. C) Las grdficas representan la media del porcentaje de
células CFSE* de todos los animales de cada grupo en los diferentes érganos y los valores correspondientes a cada
individuo (n=5 animales por grupo). ** p<0.01.

A continuacién, analizamos el efecto de la inhibicion de la via de sefializacién candnica de BMP en la
evolucion de la enfermedad. En este caso, el dispositivo fue colocado 8 dias después de la infusion de las
células leucémicas, una vez el injerto era detectable. Este dispositivo liberaba, de nuevo, diariamente
DMH1 (LLA-DMSO, grupo control; LLA-DMH1 grupo tratado; ver esquema Figura 52A). Todos los animales
fueron sacrificados a la quinta semana post-trasplante, momento en el que el 100% de los animales sin
tratar, LLA-DMSO, presentaban sintomas de la enfermedad que comprometian su supervivencia. Sélo el
33% de los animales en el grupo tratado presentaban en esos momentos una sintomatologia similar

(Figura 52B).

A pesar de las diferencias clinicas observadas entre los dos grupos de animales, los porcentajes de
infiltracion leucémica en bazo y médula dsea no fueron significativamente diferentes, alcanzando
elevados numeros de células leucémicas en ambos casos y con una viabilidad celular similar. Por el
contrario, el bloqueo de la via candnica de sefializacién BMP resulté en nimeros de células leucémicas
significativamente inferiores en el SNC de los animales que tenian implantada la bomba con el inhibidor
(Figura 52C, D). En concordancia, los animales pertenecientes a este grupo respondian de manera similar
a los animales sanos cuando eran sometidos a test comportamentales a diferencia de los animales

enfermos que presentaban el dispositivo con el diluyente (ALL-DMSO) (Figura 52E).

119



Resultados

>
w

- 150
L
INFUSION TRATAMIENTO ) c £
LAiY)  (DMHL/DMSO) Sintomas clinicos 8 7© (8/8)
Yoy Pt 55 |
Q oo
% } 1 | EUTANASIA = O
0 8 35 Tiempo £ S
* 'L ¢ (dias) c T 50 (3/9)
Muestras de sangre < E
(% hCD19+ mCDA45-) xR 8
c
s ]
DMSO  DMH-1
Cerebro Prueba Diacriminacién Olfativa
25 20
—*® e CTRL *
. W LLA-DMSO a0l @ = |- uapmso o
ﬂlm' I LLA-DMH1 a” u _8 151 - LLA-DMH1
g 5 2
= £ 15 ® &
i 8 ° u 2 104
S 504 S =
1] o 104 L a
- O ;
® e g |
° L 05 ) (1] SR
Il.l
o um
Médula Bazo Sangre 00 - T 0 T T T T T T T
Osea periférica DMSO DMH1 O O O O H O 0 A

Figura 52. Efecto del bloqueo de la sefializacion BMP durante el desarrollo de la LLA. A) Esquema del disefio
experimental. La implantacion de los dispositivos subcutdneos para la administracion diaria de DMH1 (3mg/kg/dia) o
DMSO tuvo lugar 8 dias después del trasplante de las células leucémicas en ratones NSG, manteniéndose el
tratamiento hasta la aparicion de los sintomas clinicos. B) La grdfica representa el porcentaje de animales de cada
grupo que presentaban una sintomatologia caracteristica de la enfermedad (pardlisis, pelo erizado, letargo) en el
momento del sacrificio (n=8-9 por grupo). C) Los datos muestran la media + desviacion estdndar del porcentaje de
células CD19* cuantificado mediante citometria de flujo en la médula ésea, bazo y sangre periférica de los animales
LLA-DMH y LLA-DMSO. D) Cuantificacion de células leucémicas CD19* infiltradas en el cerebro de los animales
analizados. Se muestra la media de cada uno de los grupos, siendo los puntos cada uno de los individuos analizados
(n=11 ratones por grupo). E) Evaluacion de la capacidad para discriminar olores de los animales LLA-DMH1 frente al
grupo de ratones LLA- DMSO. Las grdficas representan el tiempo medio de exploracion (segundos) + la desviacion
estdndar empleado por los animales de cada grupo en cada una de las exposiciones a los tres odorantes: octanal (O),
heptanal (H) y anisole (A) (n=4-5 individuos por grupo). * p<0.05.

El estudio mediante inmunofluorescencia del cerebro de estos ratones puso de manifiesto el menor
namero de células leucémicas presentes en el mismo, en correlacién con los datos obtenidos por
citometria de flujo. En los animales LLA-DMH1, las escasas células leucémicas encontradas presentaban,
en general, una distribucion similar a la de los animales LLA-DMSO y a los animales LLA, descrita en el
apartado 1 (véase también Figura 16). Sin embargo, a diferencia de estos grupos, las escasas células
leucémicas presentes en la meninge de los animales LLA-DMH1 no formaban agregados, sino que se
disponian en 1 o 2 hileras fuertemente empaquetadas entre ellas e inmersas en la piamadre (Figura 53A,
B). Ademas, un 75% de los animales tratados presentaban células aisladas en el parénquima, en algunas
de las localizaciones anteriormente descritas en los controles, si bien el nUmero era sensiblemente inferior
a estos. De nuevo, aunque en menor numero, también fueron encontradas células leucémicas en el
estroma del plexo coroideo (Figura 53G, H) mientras que estaban ausentes o en nimero muy reducido en
la luz de los ventriculos. Por otra parte, cabe destacar que en los animales tratados LLA-DMH1 se podia

observar un incremento en la expresion de laminina, asi como un entramado glial GFAP positivo mas

denso inmediatamente por debajo de la meninge, respecto a lo observado en los controles LLA-DMSO
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(Figura 53C-F). Estos resultados podrian sugerir que la inhibicién de la via de sefializacién candnica de
BMP desencadena un reforzamiento de la limitante glial-pial situada por debajo de la meninge

imponiendo una mayor restriccion al paso de las células leucémicas al parénquima nervioso.

Figura 53. Distribucion de las células
leucémicas y cambios histologicos en el
cerebro de los animales tratados con
DMH1. Presencia de células tumorales
dispuestas sobre la piamadre tanto en los
animales LLA-DMH1 (A) como en los
animales LLA-DMSO (B) x20. Notese la
diferente disposicion de las células en los
animales tratados con el inhibidor. C-F)
Inmunofluorescencia frente a laminina
(rojo), GFAP (azul) y CD19 (verde).
Obsérvese la diferente expresion de
laminina, asi como de GFAP entre los
animales LLA-DMH1 (C, E) y los LLA-
DMSO (D, F), tanto en presencia (C-D)
como en ausencia (E-F) de células
leucémicas en contacto con la meninge;
x20 G-1) Presencia de células tumorales
en el estroma del plexo coroideo en los
animales tratados con DMH1 (G, H).
Notese el mayor numero de células
leucémicas en la luz del ventriculo en el
grupo no tratado (1); G: x20, H-1: x40.

Puesto que los resultados anteriores indicaban que el tratamiento sistémico con el inhibidor DMH1 era
capaz de reducir el nimero de células presentes en el SNC, analizamos si la administracion del inhibidor
DMH1 directamente en el LCR tenia este mismo efecto o si, por el contrario, la reduccidn en el nimero
de células observado era debido a un efecto en la entrada al SNC. Para ello, muestras primarias de células
leucémicas que habian demostrado su capacidad para infiltrar el SNC en estudios anteriores, fueron
infundidas a ratones NSG. A los 33 dias post-inyeccidn, y tras comprobar mediante estudio por citometria
de flujo el injerto en sangre, los animales se dividieron en 4 grupos. Un grupo de animales fue inyectado
intracerebroventricularmente con DMH1 y otro con el coctel quimioterdpico (TIT) utilizado
convencionalmente en la terapia intratecal para el tratamiento de la LLA infantil. En paralelo se
establecieron grupos control con los diluyentes de ambos tratamientos. Todos los grupos experimentales
fueron sacrificados 48 horas después y los cerebros procesados para citometria de flujo (Figura 54A). El

analisis no mostrd diferencias resefiables en cuanto al porcentaje de injerto en sangre. Como cabia

121



Resultados

esperar, el porcentaje de las células leucémicas halladas en el cerebro de los ratones tratados con la
quimioterapia convencional fue significativamente menor al grupo de ratones tratados con suero salino
(Sol. salino: 0,84% vs TIT: 0,27%). El estudio de los animales tratados con DMH1 reveld también un
porcentaje significativamente inferior de células leucémicas en el cerebro de estos animales (DMSO:

0,62% vs DMH1: 0,14%) (Figura 48B, C).
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Figura 54. Efecto de DMH-1 administrado por via intracerebroventricular en la infiltracion en cerebro de la leucemia
linfobldstica aguda. A) Esquema del disefio experimental utilizado. Los animales recibieron cuatro semanas después
del trasplante de células leucémicas el inhibidor de la via de sefializacion BMP (DMH1), los quimioterdpicos (MTX,
hidrocortisona y Ara-C) o los diluyentes de estos (DMSO o suero salino, respectivamente) mediante ICV. A las 48 horas
de la inyeccion, los animales se sacrificaron para cuantificar la infiltracion de las células leucémicas en el cerebro
mediante citometria de flujo. B) Se presentan las medias y los datos individuales del porcentaje de células CD19*
presentes en el cerebro de cada grupo de animales (n=4-6 animales por grupo). * p<0.05. C) Datos representativos del
andlisis de las células marcadas con anti-CD19 en la suspension de cerebro obtenida de cada animal.

El conjunto de estos resultados indica que el bloqueo de la via de sefalizacion BMP controla, al menos en
parte, la migracién de las células leucémicas al SNC si bien no parece tener efecto, al menos a estas
concentraciones, con este inhibidor y con esta via de administracién, en el nimero de células leucémicas

presentes en el resto de los 6rganos diana.

17. La inhibicion de la via candnica de senalizacion BMP reduce la

viabilidad de las células leucémicas

Células leucémicas de la linea Nalm6 en cultivo fueron tratadas con el inhibidor DMH1 analizandose tras
diferentes periodos la recuperacion celular, asi como el porcentaje de células apoptdticas. Como se
observa en la Figura 55A, el nimero de células leucémicas recuperadas fue sensiblemente inferior en los
cultivos tratados con DMH1. En correlacion, el porcentaje de células apoptéticas aparecia incrementado

en dichos cultivos (Figura 55B). El estudio de marcadores pro- y anti-apoptéticos evidencié que el
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tratamiento de células leucémicas con el inhibidor DMH1 provocaba la regulacién negativa de las
proteinas anti- apoptdticas Bcl-2 y Bcl-xL junto con un incremento en la expresion en la proteina pro-

apoptética, Bax (Figura 55C).
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Figura 55. Efecto de la inhibicién de la via de sefializacion candnica de BMP en las células leucémicas. Células de la
linea leucémica Nalmé fueron cultivadas durante 24, 48 y 72 horas en presencia de DMH1 (10uM) o DMSO. A)
Cuantificacion del porcentaje de células viables mediante tincion con azul tripdn. Se muestra la media * desviacion
estdndar de 4 experimentos independientes. *p<0,05; comparacion células tratadas con DMH1 frente a células
cultivadas en presencia de DMSO. B) Andlisis de la viabilidad de las células leucémicas por citometria de flujo tras 24
horas de tratamiento. En los dot plots se indican los porcentajes de células de cada subpoblacién, considerdndose
viables las células Anexina V - IP -. Se muestra un experimento representativo de un total de 4 experimentos
independientes. C) Estudio mediante citometria de flujo de los niveles de expresion de las proteinas Bcl-2 y Bcl-xl y Bax,
tras el tratamiento con el inhibidor durante 24 horas. Los datos corresponden a un experimento representativo de tres
experimentos independientes.

18.Estudio de la expresion de los componentes la via de sefalizacion BMP

en muestras de pacientes de LLA

Estudios previos del grupo realizados en una pequeia cohorte de pacientes de LLA sugerian que niveles
de expresién elevados del gen BMP4 en los blastos de niflos con LLA-B al diagndstico se asociaban
significativamente con la recaida, observandose una incidencia acumulada de recaidas casi significativa
en el grupo con mayores niveles de expresién de BMP4. Ademas, el analisis de la cantidad de BMP4 en
muestras de LCR revelaba una mayor cantidad de esta proteina en los nifios que presentaban afectacion
del SNC al diagnéstico, asi como en aquellos que presentaban recaidas en el SNC. Por otra parte, los nifios
que posteriormente recayeron, expresaban una elevada ratio SMAD1:SMAD7 (Smad activadora: Smad
inhibidora de la transduccién de la sefial BMP) al diagndstico y, de nuevo, la incidencia acumulada de
recaidas era mayor que en el grupo que mostraba una reducida expresién de la ratio. Estos datos
indicaban, por tanto, que una mayor expresion de BMP4 y/o el silenciamiento de la via de sefializacion
BMP se asocian a las recaidas en la LLA. A tenor de estos resultados, nos planteamos ampliar el estudio y

recopilar nuevas muestras de pacientes pediatricos de LLA al diagnéstico para confirmar estos resultados.

Estas muestras se utilizaron por tanto para el andlisis, mediante PCRq, de la expresion de los distintos

componentes de la via de sefializacion BMP incluyendo los ligandos, los receptores, las moléculas
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encargadas de la transduccién de la sefial (BR-Smads y Co-Smad), asi como los inhibidores de la misma (I-

Smads, Noggin).

El estudio de los diferentes componentes de la via reveld diferencias entre los dos sexos, observandose
una menor expresion del receptor BMPR1b y de la BR-Smad, SMADI1, en los pacientes varones
(BMPR1b:72,1£39 vs. 361£117, p=0,001; SMAD1: 699,7+164 vs- 1789+595, p=0.004). Los niveles de
expresion de todos los componentes de la via de sefalizacion BMP eran significativamente superiores en
las muestras de LLA tipo B respecto a las LLA tipo T analizadas, en concordancia con la relevancia descrita
de la via en la diferenciacién del linaje B frente al T *¥7. El anélisis de los diferentes componentes de la via
de sefalizacion fue llevado a cabo comparativamente entre los grupos de RA frente a no alto (Rl y RE),
entre EMR+ y EMR- al final de la terapia de induccion (dia 33 desde el inicio del tratamiento), y entre el
grupo no recaida frente a recaida, mostrandose a continuacion sélo aquellos resultados en los que se

observaba una tendencia o eran estadisticamente significativos.

En todos los casos, una menor expresidon de los componentes activadores de la via de sefalizacion
canonica de BMP (Receptores y/o BR-smad) se relacioné con los grupos de peor prondstico. Asi, el grupo
de RA presentaba niveles reducidos del ActRIAy de SMAD1 (Figura 56). Los blastos de pacientes con EMR+
exhibian, asimismo, niveles de expresién inferiores de BMPR2 y ActRIA respecto a aquellos pacientes con
EMR- (Figura 57). Cuando analizamos el grupo de pacientes que recayeron frente a los que no lo hicieron,
los primeros presentaban niveles inferiores de expresion, de nuevo, del receptor ActRIA y de SMAD1
(Figura 58), observandose en este caso también un incremento de la Smad inhibidora, SMAD7, aunque
éste no llegd a ser significativo. A tenor de estos resultados, el analisis por PCRq de los blastos de los
pacientes en el momento del diagndstico sugiere que una regulacion negativa de la maquinaria de

transduccion de la via de sefializaciéon candnica de BMP es indicador de mal pronéstico en la LLA.
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Figura 58. Niveles de ActRIA y de SMAD1 reducidos se asocian con la recaida. Andlisis por PCRq de la expresion del
receptor ActRIA, de la SMAD1 y SMAD7 en funcion de la recaida en muestras de pacientes obtenidas al diagndstico.
Los niveles de expresion se normalizaron frente a la expresion de GNB2L1. Las grdficas muestran la media * error
estdndar. Cada punto corresponde a un paciente.

Analizamos a continuacion, la supervivencia libre de enfermedad (SLE), las recaidas, asi como la incidencia
acumulada de recaidas en funcidn de la expresion del gen BMP4, SMAD1 y SMAD7. Consideramos la
mediana de expresion de cada uno de los genes para separar un grupo con expresion baja (menor que la
mediana) y otro de expresion alta (mayor que la mediana). Como se puede observar en la Figura 59A, B,
C no se observaron diferencias significativas en ninguno de los casos. A pesar de esto, y puesto que todos
los datos anteriores apuntaban a que una inhibicidn de la via de sefalizaciéon candnica de BMP era
relevante en la evolucion de la enfermedad, dividimos el grupo de pacientes con altos niveles de expresion
de la Smad inhibidora, SMAD7, en dos grupos en funcion de los niveles de expresion de la Smad
activadora, SMAD1. El andlisis estadistico demostré una mayor incidencia de recaidas en los pacientes con
una mayor inhibicién de la via de sefializacidn (altos niveles de expresiéon de SMAD7 y bajos niveles de

expresion SMAD1) frente a los que presentaban una menor inhibicién de la misma (elevados niveles de
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expresion de SMAD7 y SMAD1), (Figura 60) Resultados similares fueron encontrados cuando era

considerado exclusivamente el grupo de LLA-B de riesgo no alto (Figura 61).
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Figura 59. Incidencia acumulada de recaidas en funcion de la expresion de BMP4, SMAD1 y SMAD7. A partir de la
mediana de los datos de los niveles de expresion de estos genes obtenidos mediante PCRgq, los pacientes se clasificaron
en 2 grupos (niveles de expresion altos y bajos) y se calculd la proporcion de recaidas observadas por unidad de tiempo.
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Figura 60. Incidencia acumulada de recaidas en funcién de los niveles de expresion de SMAD1 en pacientes que
exhiben una elevada expresion de SMAD?7. Los pacientes con niveles de expresion de SMAD7 superiores a la mediana
fueron divididos en funcion de la expresion de SMAD1. A continuacion, se llevo a cabo el cdlculo de la probabilidad de
recaida por unidad de tiempo en cada grupo de pacientes.
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Figura 61. Incidencia acumulada de recaidas en funcion de los niveles de expresién de SMAD1 en pacientes con LLA-
B de riesgo no alto que exhiben una elevada expresion de SMAD7. Estudio de la probabilidad de recaida en el grupo
de pacientes de LLA-B no incluidos en el grupo de riesgo alto que mostraban una elevada expresion de SMAD7 en el
andlisis mediante PCRq, en funcion de los niveles de ARNm de SMAD1.

Por ultimo, puesto que los resultados, tanto in vitro como in vivo, utilizando células que expresan niveles
incrementados de BMP4, comentadas en secciones anteriores, indicaban que altos niveles de BMP4
correlacionan con un silenciamiento de la via de sefializacién candnica, analizamos en el grupo de LLA de
riesgo no alto con niveles elevados de BMP4, la incidencia de recaidas en funcién de la expresion de
SMAD1. Como muestra la Figura 62, aquellos pacientes con niveles altos de BMP4 y bajos de SMAD1

presentaban una incidencia de recaidas superior, con tendencia a ser significativa (p=0.07).
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Figura 62. Incidencia acumulada de recaidas en funcion de los niveles de expresion de SMAD1 en pacientes con LLA-
B de riesgo no alto con niveles elevados de BMP4. Andlisis de la probabilidad de recaida en funcion de los niveles de

ARNm de SMAD1, en los pacientes pertenecientes al grupo de LLA-B de Rl o RE que exhibian una elevada expresion de
BMP4
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Teniendo en cuenta la afectacién del SNC, la LLA se ha descrito principalmente como una enfermedad
meningea que afecta a la duramadre, las leptomeninges o ambas % En base a estudios anatémicos
realizados en la década de los 70, y a datos obtenidos a partir de los modelos animales de LLA, diferentes
rutas no excluyentes han sido propuestas para explicar cdmo las células leucémicas alcanzan el LCR y las
meninges. Primeramente, las células leucémicas podrian ingresar al SNC a través de la circulacién
sistémica. Esta hipotesis surge a partir de estudios de autopsias que demuestran que la infiltracion
leucémica aparece inicialmente en las paredes de las venas aracnoideas superficiales, sugiriendo que las
células podrian alcanzar el SNC por diseminacidn hematdgena, migrando a través del endotelio venoso,
presumiblemente a través del plexo venoso de Batson > 1%, Alternativamente, las células leucémicas
podrian diseminarse directamente desde la médula ésea del craneo hacia las meninges a través de los
vasos emisarios 7 1% | En este sentido, un estudio reciente de Yao et al. sugiere que las células leucémicas
migran hacia el SNC aprovechando la matriz extracelular de la capa adventicia de las venas emisarias que
cruzan hacia los senos venosos a través de los orificios 6seos **. Ademas, las células también podrian llegar
al LCR a través del plexo coroideo 7°. Otra posibilidad incluye la salida de células leucémicas desde la
médula dsea hasta la duramadre a través de pequefias lesiones producidas por los blastos leucémicos en
el tejido 6seo, tanto de los huesos del craneo como en las vértebras. Recientemente se han descrito
diferentes zonas del SNC en las que la barrera aracnoidea presenta discontinuidades importantes (donde
las uniones estrechas presentan una mayor permisividad al paso) como es el caso de la regidn superpuesta
a la placa cribosa (a nivel del bulbo bulbo olfatorio), la eminencia media (region peripituitaria) y la glandula
pineal 2* permitiendo el paso de células. Esto sugiere que las células leucémicas presentes en la duramadre

podrian alcanzar mas facilmente el espacio subaracnoideo a través de estas regiones.

Una vez las células leucémicas alcanzan el espacio subaracnoideo se diseminan por el mismo asentandose
sobre las trabéculas aracnoideas y sobre la piamadre, bien como células aisladas, en pequefios grupos o
en agregados de mayor tamafio, tal y como describieron Price et al. en su estudio histolégico de cerebros
procedentes de 126 autopsias de pacientes pediatricos de LLA (1972). El modelo animal utilizado en el
presente trabajo recrea fielmente la distribucion en el espacio subaracnoideo de los blastos leucémicos
descrita por Price, especialmente cuando se utilizan células primarias. Un aspecto fundamental en nuestro
estudio fue el analisis de los grandes agregados tumorales leptomeningeos. Nuestros resultados indican
gue estas metastasis leptomeningeas focales no se localizan al azar, sino que, como ha sido descrito en
las metastasis de tumores sélidos 24, aparecen preferentemente en zonas en las que la velocidad del LCR
es reducida, como son la base del cerebro (cisterna magna) y las cisuras cerebrales. La cisterna lumbar,
junto con la cisterna magna, representan las zonas de mayor acumulacion de LCR, comportandose como
lagunas en las que la velocidad del mismo esta ralentizada. En este sentido, aunque no se presenta en
este trabajo el estudio histoldgico de la metastasis de la LLA en la médula espinal, la pardlisis observada

de manera recurrente en los miembros inferiores de los ratones con LLA durante la progresién de la
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enfermedad, sugiere la presencia de abundantes células leucémicas en esta regién que comprimirian las

raices nerviosas que inervan estos musculos (resultados histolégicos no mostrados).

Estas zonas con una menor velocidad del LCR, facilitarian presumiblemente el anclaje y mantenimiento
de agrupaciones de blastos leucémicos asentandose sobre la piamadre y utilizando las trabéculas
aracnoideas como pilares estructurales. Se forman asi estructuras complejas, vascularizadas, donde las
células leucémicas se encuentran en un entramado de matriz extracelular, células fibroblasticas y
macrdéfagos aracnoideos. Estas estructuras recuerdan a las descritas recientemente en estudios post-
mortem de pacientes con esclerosis multiple progresiva. En este caso, se observan agregados
leucocitarios en la superficie meningea que como ha sido descrito, presentan caracteristicas comunes a
las de los agregados ectopicos organizados, conocidos como tejido linfoide terciario (TLTs). En ellos, las
células fibroblasticas experimentan, como consecuencia de una infeccién, un dafo tisular u otros
estimulos inflamatorios, cambios fenotipicos y funcionales que facilitan el reclutamiento de células del
sistema inmune 1°%%%4, Del mismo modo, en el caso de la LLA, una vez producida la infiltracion en el SNC,
las células leptomeningeas podrian responder a los estimulos inflamatorios presentes tanto en el LCR
como en las propias leptomeninges (citoquinas y componentes de matriz) !*°, modificando sus
caracteristicas y permitiendo asi el establecimiento de agregados leucémicos como los descritos en el
modelo xenogénico en este trabajo o los encontrados previamente en autopsias de pacientes de LLA. A
diferencia de las células leucémicas aisladas o dispuestas en pequefios grupos localizadas en el espacio
subaracnoideo, los blastos leucémicos presentes en estos agregados vascularizados pueden tener acceso
a los nutrientes necesarios al tiempo que son protegidos de los efectos de los quimioterdpicos. En este
sentido, nuestros resultados muestran que las células presentes en estos agregados se encuentran
mayoritariamente quiescentes, principalmente aquellas en contacto con la piamadre, lo que les
proporcionaria un mecanismo de resistencia a los tratamientos convencionales. En correlacidn, estudios
in vitro llevados a cabo por Aker et al., describen que el co-cultivo de lineas leucémicas pre-B con células
leptomeningeas protege a las primeras de la muerte inducida por farmacos quimioterdpicos 2. Del mismo
modo, resultados reportados recientemente por Kato et al indican que las células leucémicas que infiltran
el SNC son mas quiescentes que aquellas que se alojan en la médula dsea %°. Presumiblemente, las sefiales
inductoras que llevan a los blastos leucémicos en contacto con las leptomeninges a este estado
quiescente, podrian ser las mismas que mantienen la poblacion, recientemente descrita en ratén, de

progenitores neurogénicos en estas localizaciones en estadios perinatales 1%.

El papel de la microglia en el contexto de la metdstasis del cancer en SNC ha cobrado un especial interés
en los ultimos afios. Dejando atras la idea simplista de que la microglia se mantiene en un balance entre
los estados pro- (M1) o anti- (M2) inflamatorio, recientes andlisis de transcriptémica revelan un
comportamiento complejo de la microglia que parece adquirir caracteristicas propias en cada patologia,
incluyendo tumores primarios y metéstasis cerebrales (Disease-Associated Microglia, DAM)**7- 198, En el

caso de los tumores que producen metastasis, principalmente leptomeningeas, los datos existentes en
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relacion con el comportamiento de la microglia son muy escasos. En el caso de la LLA, Unicamente el
reciente trabajo de Kinjyo et al. apunta la existencia de una respuesta microglial a la presencia de células
leucémicas aunque la calidad del estudio histolégico llevado a cabo en este trabajo hace dificil poder sacar
alguna conclusiodn al respecto . Nuestro estudio histoldgico indica que en la corteza cerebral de los
animales enfermos puede observarse, a diferencia de los animales control, una microglia activada de
morfologia ameboide. Esta microglia de caracter pro-inflamatorio, que ha sido descrita por aparecer en
respuesta a un dafio agudo o crénico del SNC 2%, se observaba en zonas corticales, principalmente
proximas a espacios perivasculares ocupados por células tumorales. La activacién de estas células podria
estar mediada, en el caso de la LLA, por las citoquinas inflamatorias (producidas por las células leucémicas,
las células endoteliales, las células epiteliales del plexo...) y/o por productos resultantes del dafio celular
(Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs). La relevancia en el contexto de la LLA serd comentada
posteriormente. Por otra parte, las imagenes histologicas también ponen de manifiesto que
inmediatamente por debajo de la piamadre, de manera puntual y coincidiendo fundamentalmente con
algunas zonas en las que se encuentran los acumulos leucémicos, pueden observarse células microgliales
de morfologia bipolar perfectamente alineadas. Este tipo de microglia bipolar o en bastén fue inicialmente
descrita en el cortex cerebral de pacientes con dafio cerebral difuso asociado a diferentes patologias 2°%.
Estudios posteriores han demostrado que esta microglia tiene una elevada tasa proliferativa, capacidad
fagocitica y produce niveles elevados de IL-10 y TGF-B 22, Ademas, para su alineamiento formando una
estructura como la que se aprecia en nuestro estudio por debajo de la piamadre, se requiere de una
superficie rica en laminina como la que se encuentra en esta localizacidn 2°3. Esta microglia bipolar aparece
de forma transitoria en estadios iniciales tras un dafio tisular donde parece ejercer un papel

neuroprotector 204 205,

Roth et al. analizando la respuesta inflamatoria tras un dafo cerebral por
compresion, indicaron que inicialmente tenia lugar la muerte de células meningeas, e inmediatamente
después las células de microglia proximas extiendian 2-3 procesos sobre la limitante glial comprometida
formando una red protectora entre la que se disponen los somas de los astrocitos 2%. En el contexto de
la LLA, la acumulacidn de células leucémicas en determinadas localizaciones del espacio subaracnoideo

podria provocar una situacion de compresién similar y desencadenar del mismo modo, una respuesta

protectora por parte de la microglia.

Como en el caso de la microglia, los astrocitos también responden a la presencia de acimulos de blastos
leucémicos en las leptomeninges aumentando su nimero y su expresion de GFAP en las capas corticales
externas mas cercanas a los mismos. El papel de los astrocitos en metdstasis leptomeningeas no ha sido
abordado hasta la fecha. En el caso de tumores como mama o pulmdén que invaden el parénquima
nervioso, los astrocitos a través de su produccidn de plasmina parecen representar una primera linea de
defensa reduciendo el nimero de células metastasicas a través de mecanismos que incluyen la liberacidon
de FasL de su membrana convirtiéndola en una sefial de muerte para las células tumorales (que expresan

Fas) 2%7. En la LLA, la menor expresion en los blastos leucémicos de la médula sea del receptor de FasL,
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CD95, se ha correlacionado con un peor prondstico 2%, Si esto puede estar relacionado, ademas de con
una menor respuesta immune periférica frente al tumor, con la capacidad de los blastos de evadir la
posible respuesta astrocitaria en el cerebro, no ha sido estudiado hasta el momento. En este sentido, si
bien no conocemos la expresidn de CD95 en los blastos leucémicos que alcanzan el parénquima nervioso,
nuestros resultados muestran que las células leucémicas asentadas en el paréquima nervioso no

presentan signos de muerte celular.

En conjunto, nuestros resultados apuntan que tanto astrocitos como microglia responden a la presencia
de la metastasis leptomeningea de la LLA, contribuyendo presumiblemente a la respuesta inflamatoria
que se detecta en el parénquima nervioso. Como se discutird mas adelante, esta respuesta inflamatoria
puede ser responsable, al menos en parte, del dafio tisular observado en el SNC de los animales enfermos
y que, finalmente, provoca alteraciones funcionales. En cualquier caso, al igual que ha sido descrito para
otros tumores, un estudio exhaustivo del papel de la microglia y astrocitos en el contexto de la LLA es

necesario para conocer su repercusion en la progresion de la enfermedad en el SNC.

Uno de los efectos mas llamativos de la presencia de las células leucémicas en el SNC y que ha sido descrito
por primera vez en el presente trabajo, es el incremento del nimero y tamafio de los vasos sanguineos
en el parénquima nervioso. Procesos angiogénicos similares a los observados en este trabajo han sido
descritos en el contexto de otros tumores que afectan al SNC. En estos estudios se describié la aparicion
de nuevos vasos que presentan una organizacion aberrante y una permeabilidad alterada provocando un

incremento de la presién intersticial, hipoxia, necrosis y edema en el parénquima nervioso 2%°.

Diferentes trabajos apuntan a la relevancia de los procesos angiogénicos en el contexto de los tumores
hematoldgicos. En este sentido ha sido descrito en la médula dsea de pacientes con diferentes tumores
hematoldgicos, incluida la LLA, un incremento en el contenido de vasos sanguineos respecto a la médula
6sea de donantes sanos 2% 21, Este efecto ha sido asociado con un peor prondstico y con recaidas tanto
en nédulos linfomatosos como en el contexto leucémico 21% 211, E| factor VEGFA, producido por las células
leucémicas, podria ser uno de los principales responsables de los efectos angiogénicos observados tanto
en la médula ésea, como los aqui apuntados en el parénquima nervioso. En este sentido, nuestros
resultados muestran una correlacion entre los mayores niveles de VEGFA, encontrados en las células que
sobreexpresan BMP4, y un mayor desarrollo de la microvasculatura cerebral en los animales a los que se
les infunden estas células, comparadas con los trasplantados con células Nalmé6 control (ver mas

adelante).

Junto al papel angiogénico descrito arriba, se han propuesto otros efectos de VEGFA producido por las
células leucémicas que incluyen modulacidon de la integridad de las barreras vasculares, de la produccién
de citoquinas por éstas o efectos autocrinos en las células tumorales ?'2. Asi, desde hace mas de una
década, los estudios tanto en modelos preclinicos como los datos obtenidos de diferentes cohortes de

pacientes, ponen de manifiesto la relevancia de los niveles de VEGFA en el desarrollo y progresién de la
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LLA 213214 En relacién con la metastasis en cerebro, la expresion incrementada de VEGFA en las células
leucémicas que infiltran el SNC ha sido relacionada con procesos adaptativos de las células leucémicas en
respuesta a la hipoxia, en coherencia con el microambiente del SNC 2°. Ademds, esa expresidn
incrementada parece favorecer la migracidn transendotelial facilitando, especificamente, la invasién por
parte de los blastos leucémicos del espacio subaracnoideo. En este sentido, los resultados obtenidos en
un modelo animal de LLA similar al utilizado en este trabajo indican que el tratamiento con Bevacizumab
(que inhibe especificamente el VEGFA humano, pero no de ratén), reduce significativamente la infiltracion
meningea afectando en menor medida la carga leucémica en médula dsea 2% %, Junto con este papel en
el desarrollo de la enfermedad, VEGFA ha sido recientemente implicado también en el desarrollo de

quimiorresistencia a vincristina en LLA 2%5,

En los ultimos afios las revisiones que abordan la infiltracién leucémica en el SNC hacen hincapié no sélo
en la necesidad de buscar terapias que limiten la entrada de los blastos leucémicos al cerebro (que parece
una propiedad intrinseca a la leucemia), sino también en la importancia de conocer las localizaciones que
actuan como santuarios dentro del mismo y que les permiten sobrevivir. Sin embargo, son muy escasos
los trabajos que abordan este ultimo aspecto. Los resultados mostrados en el presente trabajo inciden
precisamente en esta cuestion. Si bien la mayor carga leucémica en el SNC se localiza en el espacio
subaracnoideo en el modelo animal de LLA utilizado, las imagenes de inmunofluorescencia y el estudio
por citometria de flujo permiten demostrar la existencia de cadenas de blastos leucémicos que avanzan a
través de las capas del cortex cerebral, pequefios grupos de células leucémicas aislados en el parénquima
nervioso alejados de la piamadre, blastos alojados en el nicho neurogénico asi como blastos presentes en
el estroma del plexo coroideo (este Ultima localizacion serd discutida en el apartado siguiente). La invasidn
del paréquima nervioso por blastos leucémicos fue descrita ya por Price et al. (1973) como un hecho que
sucede en los estadios mas avanzados de la enfermedad. Este hecho, en realidad, debe ser mas frecuente
de lo que aparece descrito en este trabajo ya que en el mismo se incluyen solo estudios histolégicos con
técnicas convencionales lo cual dificulta, y en muchos casos hace imposible, identificar pequefios grupos
de células tumorales en el paréquima nervioso como los que se muestran en este trabajo (por ejemplo,
entre las células de los granos en el cerebelo, Figura 13). Por otra parte, el hecho de que en los afios 70,
la esperanza de vida para estos pacientes fuera menor debido a la administracion de tratamientos menos
eficaces frente a la leucemia y, por tanto, al mantenimiento de una mayor carga tumoral, podria impedir
que se alcanzasen estas fases mas avanzadas de la enfermedad en las que tendria lugar la infiltracion del

parénquima por los blastos siendo, quizas en estos momentos, un evento mds frecuente.

Las células leucémicas presentes en el paréquima nervioso podrian alcanzar éste por diferentes rutas no
excluyentes. En correlacién con lo descrito previamente por Price et al. en autopsias de pacientes de LLAS,
nuestros datos ponen de manifiesto que la BHE se mantiene esencialmente integra y, que las células
leucémicas presentes en los espacios perivasculares alcanzan éstos acompafiando basicamente a los

vasos sanguineos que penetran por los espacios de Virchow-Robin, y no como consecuencia de procesos
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de transmigracion a través de los endotelios capilares presentes en el paréquima. Por el contrario, tanto
las imdgenes de microscopia de fluorescencia como las de IRM-Gd ponen de manifiesto, de manera
inequivoca, la rotura de la barrera glial-pial en los animales enfermos de LLA, coincidiendo principalmente
con aquellas zonas en las que es mas frecuente encontrar los acimulos leucémicos meningeos descritos
anteriormente. Si bien no existen datos relacionados con los mecanismos responsables de la rotura de
esta barrera en la LLA, se ha descrito que las metaloproteasas MMP2 y MMP9 tienen un papel esencial
en la degradacion de los compontes de la membrana glial-pial y su desorganizacion posterior, permitiendo
la entrada de células metastasicas de tumores de mama y pulmdn 226, Niveles incrementados de MMP9
han sido descritos en el LCR de pacientes de LLA con infiltracién leucémica en SNC '°° lo que podria sugerir
que también en el caso de LLA esta proteasa podria estar implicada en la degradacion de los componentes
de la limitante glial-pial. Por otra parte, nuestros datos y los de otros 27 indican que las células leucémicas
presentan una elevada expresion de ADAM10, una desintegrina-metaloproteinasa implicada en muchos
procesos fisioldgicos y patoldgicos, incluidos distintos tipos de cancer. Precisamente, N-cadherina, una
molécula que media en parte la adhesidn entre las células leptomeningeas (resultados no mostrados), se
ha descrito entre los numerosos sustratos de esta proteasa 2% 2%, Podria especularse que la acumulacién
de blastos leucémicos en los agregados leptomeningeos descritos, permitiria alcanzar niveles suficientes
de ADAM10 para comprometer las uniones entre las células leptomeningeas permitiendo la apertura de

espacios en la limitante glial-pial.

Otro factor que podria ser decisivo en la rotura de la barrera glial-pial es el ambiente pro-inflamatorio,
presente tanto en el suero sanguineo como en el SNC de los animales, donde correlaciona directamente
con el porcentaje de infiltracidn leucémica. Ademas, estudios previos en pacientes de LLA han puesto de
manifiesto niveles significativamente mas altos de IL-8, MCP-1, TNF-a y IL-6 al inicio de la enfermedad, y
antes de recibir las terapias anti-tumorales, y revelan una fuerte asociacién positiva entre la expresién de
citoquinas y quimioquinas en el LCR y el desarrollo y recaida de la leucemia en SNC. Ademas, estudios in
vitro sugieren que los sueros de los pacientes de LLA afectan la permeabilidad de BHE sin que hasta el
momento se haya analizado su impacto sobre otras barreras cerebrales 2% 2091135 Como hemos sefialado
anteriormente, la contribucién a la respuesta inflamatoria del compartimento meningeo ha sido descrita
en patologias autoinmunes y en procesos infecciosos 2%°, donde ha sido asociado con la rotura de la

limitante glial-pial y con la invasién leucocitaria del parénquima subpial %% 1%4,

La introduccion en los afios 70 de la terapia dirigida al SNC junto a la quimioterapia sistémica, representd
un punto de inflexion en el tratamiento de la LLA consiguiéndose reducir de manera muy notable la
mortalidad en estos pacientes. Sin embargo, como ya hemos sefialado en la introduccion de este trabajo,
aun hoy las recaidas en el SNC suponen entre 2-7% de los casos siendo ésta una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad por enfermedad en nifios & 7% 7%, La busqueda de los nichos donde la LLA puede
asentarse y sobrevivir a la quimioterapia es una cuestidn clave en este contexto. Como en el caso de los

pacientes, nuestros resultados indican que la terapia intratecal es capaz de reducir de manera significativa
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la carga leucémica en el SNC, sin embargo, un bajo porcentaje de blastos todavia persiste. Las imagenes
de fluorescencia ponen de manifiesto que los acimulos de células leucémicas alojados entre las neuronas
corticales sobreviven a la quimioterapia a pesar de que grupos de somas neuronales cercanos sean
positivos para marcadores de muerte celular. Por lo tanto, nuestros resultados muestran por primera vez
que las células leucémicas que consiguen alcanzar el parénquima nervioso son resistentes a la
quimioterapia convencional, sugiriendo que éstas pueden ser responsables de las recaidas posteriores en

SNC.

Nuestro estudio pone de manifiesto también la presencia de células leucémicas en otras localizaciones
estratégicas del parénquima nervioso como es la SVZ. Los blastos leucémicos podrian alcanzar esta zona
atravesando el cortex cerebral desde la piamadre hasta el nicho neurogénico o utilizando rutas
preexistentes utilizadas por progenitores neurales. En este sentido, recientemente Bifari et al., utilizando
diferentes estrategias experimentales, han demostrado que progenitores neurales presentes en las
meninges migran a través de la tela coroidea hasta alojarse en la pared del ventriculo lateral para
posteriormente generar neuronas que se integran en circuitos corticales %, Los blastos leucémicos
podrian seguir esta misma ruta moviéndose a través de estas proyecciones meningeas hasta alcanzar la
SVZ. Como indican nuestros resultados, una vez aqui podrian utilizar la ruta migratoria rostral hasta
alcanzar el bulbo olfatorio donde también detectamos pequefios grupos de blastos leucémicos. En este
sentido, las células leucémicas secuestrarian mecanismos neurales para asentarse en diferentes
localizaciones del parénquima nervioso al igual que ha sido propuesto recientemente para su entrada

desde la duramadre hasta el espacio subaracnoideo .

En 2015, Heidari et al. hipotetizaron que el microambiente presente en los nichos neurogénicos podria
constituir un santuario para las células stem leucémicas ya que compartia algunas caracteristicas comunes
con los nichos de células stem hematopoyéticas 2°. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento este es el
primer trabajo que demuestra la presencia de blastos leucémicos en el nicho neurogénico de la SVZ.
Recientemente, el grupo de la Dra Farifias publico la técnica que permitia aislar, disgregar y estudiar por
citometria de flujo las poblaciones celulares de la SVZ *¥2. En colaboracién con su grupo, y utilizando esta
misma estrategia experimental, hemos sido capaces de demostrar que la SVZ representa un lugar de
asentamiento para blastos leucémicos. Futuros experimentos son necesarios para abordar si esta zona
pudiera representar realmente un santuario para las células leucémicas donde, tanto los factores que
controlan la diferenciacidon de las NSCs (entre ellos BMP4 como se discutird mas adelante) como otros
factores producidos como consecuencia de la infiltracidn, podrian favorecer la supervivencia de las células
leucémicas. Entre estos Ultimos, nuestros datos apuntan un incremento significativo de CXCL10, molécula

que ha sido descrita por tener un papel quimiotactico e inductor de quimiorresistencia en LLA 82,

Si bien en los dos ultimos afios, los datos publicados en relacién al impacto de la generacién de nuevas

neuronas en la SVZ y SGZ en los individuos adultos son controvertidos 13> 3% su relevancia en el desarrollo
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del tejido nervioso en los primeros afios de vida es incuestionable. Dado que los pacientes a los que afecta
la LLA son de corta edad, la relevancia del impacto que la presencia de los blastos leucémicos tenga en los
procesos de neurogénesis es innegable. En este sentido, la presencia de las células leucémicas provoca un
bloqueo de la diferenciacion de las NSCs que es, ademas, proporcional al porcentaje de infiltracién en la
zona. Los mecanismos responsables de esta inhibicidn podrian estar relacionados con la fuerte respuesta
inflamatoria producida en el propio nicho como consecuencia de la infiltracidon. En este sentido, se ha
atribuido la capacidad para afectar la neurogénesis adulta y embrionaria a altos niveles de TNF-a,

asocidndose sus efectos al bloqueo de la proliferacién de las NSCs 221226,

La infiltracion leucémica en el SNC provoca, junto con la anteriormente discutida alteracion de la
neurogénesis, importantes dafios histolégicos que tienen un correlato funcional como indican los test
comportamentales realizados. Ademas, en ausencia de infiltrado leucémico directo, también se observan
cambios histopatolégicos que incluyen gliosis reactiva, degeneracion del tejido neural y necrosis neural
como habian descrito previamente otros autores tanto en modelos animales como en autopsias de

pacientes de LLA > 7> 78,

A tenor de todo lo anterior, la infiltracién leucémica en el SNC tanto a través del proceso inflamatorio que
desencadena como de la alteracion de la neurogénesis, podria contribuir al desarrollo de los problemas
neurocognitivos descritos en pacientes supervivientes de LLA y atribuidos hasta el momento
exclusivamente a los efectos secundarios de la quimioterapia. Los déficits cognitivos descritos incluyen un
detrimento significativo y persistente de la inteligencia, una reducida velocidad de procesamiento, de la
memoria de trabajo, de la memoria verbal y visual, de la funcidon ejecutiva y de la atencidn. Este deterioro
neurocognitivo, observado en los supervivientes, estd relacionado con una alteracion de la integridad
neuroanatomica, una reduccion en el volumen cerebral e hiperactivacién de la red de atencion

frontoparietal3® 3% 71,73, 227,
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El plexo coroideo, responsable de la formacion del LCR, se encuentra localizado en los ventriculos
cerebrales y representa una de las barreras celulares fundamentales entre la sangre y el LCR. Estd
constituido por una capa de células epiteliales que abrazan un estroma conjuntivo con abundantes
capilares fenestrados. En contraste con los capilares presentes en el parénquima cerebral, el endotelio de
los capilares del plexo coroideo carece de uniones estrechas y glia astrocitica limitante siendo por tanto
mas permisivo al paso de moléculas o células a través tanto de sus fenestraciones, como a través de la via
paracelular. Son entonces, las uniones estrechas situadas entre las células epiteliales del plexo coroideo,

las que constituyen la verdadera barrera sangre-LCR a este nivel.

Diferentes trabajos apuntan a la vasculatura del plexo coroideo como el punto de entrada de células del
sistema inmune, tanto en condiciones normales como patoldgicas, asi como de metastasis hematdgenas
de tumores sélidos que alcanzan la meninge 2% 22° |las caracteristicas histoldgicas y la relevancia
demostrada de esta via de entrada para los leucocitos, ha llevado a algunos autores a sugerir la BSLCR
como un punto de entrada clave para la diseminacién leptomeningea en la LLA pediatrica *’. Hasta el
momento, los trabajos dirigidos a demostrar la implicacién de esta ruta de entrada en la LLA incluyen,
fundamentalmente, aproximaciones in vitro que demuestran la migracién transcelular y paracelular de
células de lineas leucémicas Ty B a través de una monocapa de células epiteliales del plexo coroideo 3%
21 En el caso de los modelos xenogénicos de LLA, sin embargo, el reciente trabajo de Yao et al. 1 sugiere
que esta via de entrada seria minoritaria ya que en sus estudios histoldgicos sélo encuentran de manera

ocasional células de la linea Nalm6 en los vasos del plexo coroideo.

Los resultados derivados de nuestro estudio en el modelo xenogénico de LLA utilizando, a diferencia del
trabajo publicado por Yao et al., muestras primarias de pacientes, indican la presencia de células
leucémicas tanto en la luz del ventriculo, donde en muchos casos aparecen fuertemente asociadas a la
cara apical del epitelio del plexo coroideo, como en el estroma del mismo, donde las imagenes de
inmunofluorescencia ponen de manifiesto, por primera vez, la presencia de acumulos de células
leucémicas CD19* dispuestas en el eje conjuntivo. El estudio por microscopia electrénica no sélo
corrobora la presencia de blastos en el estroma conjuntivo, también demuestra, en un modelo in vivo, el
paso de células leucémicas desde el torrente sanguineo al estroma conjuntivo en el contexto de la LLA. La
migracidon desde el torrente sanguineo estaria facilitada no sélo por las caracteristicas intrinsecas que
tienen estos endotelios frente a los de los capilares continuos, sino también por las modificaciones que
inducen en ellos la presencia de las células leucémicas. En este sentido, nuestros resultados indican que
la leucemia, de forma similar a lo que ocurre en las primeras etapas de la migracion de los leucocitos a
través de lechos vasculares, induce un incremento en la expresién de las moléculas de adhesion ICAM-1
y VCAM-1 en las células endoteliales del plexo coroideo, lo que facilitaria asi su adhesién a las mismas.
Este efecto podria estar mediado por el incremento de citoquinas inflamatorias observado también en los
co-cultivos. Ademas, la reduccién de la expresién de los componentes de las uniones adherens (VE-

Cadherina) en las células endoteliales junto con la mayor expresidn de las metaloproteasas apoya también
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dicha migracion. Resultados similares se han descrito en el endotelio del plexo coroideo de pacientes con
esclerosis multiple en donde se observa un incremento de las moléculas de adhesién ICAM-1 y VCAM-1
en correlacion con nimeros incrementados de células Ty células plasmaticas en el estroma del mismo *
32 Alternativamente, las células leucémicas podrian alcanzar el estroma conjuntivo del plexo migrando

desde la aracnoides por la tela coroidea directamente 7°.

Una vez alcanzado el estroma del plexo coroideo, las células leucémicas podrian tener dos destinos no
excluyentes: permanecer en dicho estroma o migrar a través del epitelio del plexo coroideo hacia el LCR,
lo que convierte entonces a la BSLCR en un punto de entrada para la diseminacién leptomeningea de la

leucemia. Como ha sido descrito previamente por otros autores 23°

, resultados no mostrados de nuestro
laboratorio ponen de manifiesto la capacidad de las células leucémicas para migrar in vitro a través de
una monocapa de células epiteliales de plexo coroideo humano, principalmente en respuesta a estimulos
inflamatorios (resultados no mostrados). Sin embargo, en las imagenes tanto de inmunofluorescencia
como de microscopia electronica del plexo coroideo de los animales con infiltracion, sélo
excepcionalmente encontramos células leucémicas en transito desde la cara basal a la cara apical del
epitelio del plexo, sugiriendo entonces que esta ruta de diseminacidn leptomeningea seria minoritaria en
la LLA como han apuntado recientemente Yao et al. . En esta misma linea, nuestros resultados no
mostrados también indican que las células leucémicas no producen niveles detectables de C3. En el caso
de las metdstasis leptomeningeas de mama o pulmoén, la unién de C3 a su receptor en la cara basal y apical

de las células epiteliales del plexo ha sido considerada relevante por alterar su funcion barrera

permitiendo el paso de células y moléculas a su través?%.

Teniendo entonces en cuenta estas consideraciones, la mayor parte de las células leucémicas que
consiguen alcanzar el estroma del plexo coroideo permanecerian en el mismo. Como hemos sefialado
anteriormente, diferentes modelos experimentales, incluido el de animales quiméricos en los que el
sistema inmune del receptor es reconstituido tras irradiacion con células de la médula ésea del donante,
han permitido identificar el estroma del plexo coroideo, principalmente la zona de anclaje del mismo,
como un compartimento que recibe y mantiene células del sistema inmune y, lo que es mas relevante en
el contexto de este trabajo, células estromales CXCL12* procedentes de la médula dsea 3% 232, Por lo tanto,
todos estos datos apuntan la capacidad de este compartimento para servir como nicho de progenitores
hematopoyéticos, lo que ademas estaria apoyado por su capacidad para albergar progenitores mieloides
en diferentes especies animales 3* 233, En el caso del hombre, los estudios histoldgicos, incluidos los
presentados en este trabajo, apuntan la presencia transitoria de islotes celulares que recuerdan a los
islotes de hemangioblastos, presentes en el esbozo mesenquimal del plexo coroideo de embriones de 5-

8 semanas de desarrollo embrionario 1%.

A pesar de todos los datos anteriores, hasta nuestro conocimiento, no existe en la literatura ningin

trabajo que aborde el estudio del estroma del plexo coroideo y sus componentes como un asentamiento
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para las células leucémicas en el SNC y su posible relevancia en el desarrollo de la resistencia de estas

células a los tratamientos quimioterdpicos y en las recaidas en la enfermedad.

Los fibroblastos se han descrito como componentes celulares clave en el microambiente asociado a
tumores sélidos donde se conocen con el nombre de cancer-associated fibroblasts (CAFs) y, su presencia
se ha correlacionado con un alto grado de malignidad de los mismos 23*. En el caso de los tumores
hematoldgicos, el equivalente de los CAFs serian las células estromales mesenquimaticas y fibroblasticas
presentes en la médula 6sea que, como en el caso de los fibroblastos, facilitarian la supervivencia de las
células leucémicas, en este caso, en el compartimento hematopoyético. Las escasas comparaciones que
se han hecho entre las MSCs asociadas a leucemia y los clasicos CAFs asociados a tumores sdlidos, han
demostrado que ambos tipos celulares comparten muchas caracteristicas fenotipicas y funcionales
(revisado en 2%%). Atenor de lo anterior, se podria postular que una vez que las células leucémicas alcanzan
el estroma fibroblastico del plexo coroideo podrian ser capaces de modificar el microambiente de forma
similar a como lo hacen en la médula dsea, induciendo en los fibroblastos cambios dirigidos a favorecer

su supervivencia.

Ha sido descrito que cuando las células tumorales metastatizan en otro drgano, reclutan fibroblastos
normales a la masa tumoral induciendo su trasformacion a través de la secrecién de diferentes factores
solubles como TGF-B, EGF, PDGF, FGF y CXCL12, a través de exosomas y/o a través de contactos celulares
mediados por moléculas de adhesidn 234237, En este sentido, nuestros resultados indican que las células
leucémicas incrementan los niveles de expresion de TGF-B en presencia de los fibroblastos del plexo
coroideo y ponen de manifiesto el estrecho contacto que se establece entre ambos tipos celulares. Dicho
contacto provoca un drastico incremento en la expresiéon de VCAM-1 e ICAM-1 en las células estromaticas
en correlacién con el aumento de sus receptores tipo integrina (VLA-4 y LFA-1) en las células tumorales.
Ademas, la disposicion que presentan in vitro las células leucémicas por debajo del lecho fibroblastico
recuerda a los cultivos de médula dsea de Whitlock/Witte que soportan la diferenciacion B ¥y, lo que es
mas interesante, la supervivencia de las células leucémicas. Sin embargo, a diferencia de lo publicado en
tumores solidos, donde los cambios en la produccion de componentes de matriz extracelular se han
descrito claves para el papel de los CAFs en la diseminacidn de las células tumorales, la asociacion de las
células leucémicas a los fibroblastos del plexo coroideo no produjo cambios en la expresion génica de

ninguna de las proteinas analizadas.

La activacion de los fibroblastos en el contexto tumoral estd acompafada de la adquisicion de marcadores
especificos, asi como de la produccion incrementada de una bateria de factores encaminados a inducir la
supervivencia de las células tumorales. Si bien el conjunto de cambios que experimenta el “fibroblasto
instruido” es dependiente del tipo de tumor, existen algunas caracteristicas mas comunes entre ellos 238,
Como en el caso de los tumores sélidos, el perfil fenotipico y secretor de los fibroblastos del plexo

coroideo se modifica drasticamente en presencia de las células leucémicas, adquiriendo caracteristicas
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comunes a las descritas para los CAFs %, En este sentido, marcadores tales como los componentes
citoesqueléticos, a-SMA o vimentina, o el receptor PDGFRB, son regulados positivamente en los
fibroblastos del plexo coroideo tras el contacto con las células leucémicas. Del mismo modo, la secrecién
de factores tales como VEGFA, implicado en la remodelacién de la vasculatura en tumores sélidos,
también se ve incrementada tras el co-cultivo. Por otra parte, la generacion de un microambiente pro-
fibrético y pro-inflamatorio se ha descrito clave en las funciones pro-tumorogénicas de los CAFs. En este
sentido, el aumento de la secrecion de quimioquinas y citoquinas tales como IL-8, IL-6 y CCL2
experimentado por los fibroblastos del plexo coroideo, apoyan también su transformacion hacia un
fenotipo pro-inflamatorio como consecuencia de la presencia de las células leucémicas. Un perfil

inflamatorio similar ha sido descrito en las MSC derivadas de la médula dsea de pacientes de LLA 36:23% 240,

Uno de los resultados mas importantes alcanzados en el presente trabajo es la demostracidon de la
capacidad de los fibroblastos del plexo coroideo para inducir, tanto en lineas celulares leucémicas como
en muestras primarias de pacientes, quimiorresistencia a farmacos utilizados convencionalmente en la
terapia intratecal, como son metotrexato y citarabina. Varios son los mecanismos, no excluyentes, que
podrian mediar esta proteccion haciendo del estroma del plexo coroideo un santuario para promover la
supervivencia de las células leucémicas y favorecer las recaidas. Por una parte, factores solubles como IL-
6 e IL-8, incrementados significativamente en nuestros cultivos, han sido recientemente descritos como
responsables de la quimiorresistencia inducida por CAFs en células tumorales de mama 2*! . Sin embargo,
estudios realizados en el contexto de la LLA sugieren, al igual que indican los datos aqui presentados, que
estas citoquinas no tendrian un papel directo sobre las células leucémicas ya que no modifican la
proliferacion, supervivencia o migracién de las mismas sino que modifican el microambiente de la médula
6sea desplazando la hematopoyesis normal (alterando el eje CXCR4/CXCL12) y presumiblemente,

242 entre otros, a través de la induccion de moléculas de

favoreciendo la progresién de la leucemia
adhesién, incluida VCAM-1, en las células del microambiente hematopoyético ¥. En este sentido, los
contactos célula-célula parecen determinantes en la proteccion de las células leucémicas por el
componente estromal de la médula ésea en el contexto de los tumores hematoldgicos. La interaccidn
entre VLA-4 expresado por la leucemia y VCAM-1 expresado en las MSCs de la médula dsea, ha sido
implicada en el mantenimiento de la enfermedad minima residual en LMA y en la quimiorresistencia
inducida en estas células de LMA adherentes al estroma 243. Ademas, trabajos publicados en el contexto
de la LLA por dos grupos diferentes apuntan la relevancia de los contactos entre células estromales de la
médula 6sea y células leucémicas a través de la interacciéon VLA-4-VCAM-1 en la induccién de
quimiorresistencia3” 2**. Como en el caso de la médula dsea, los contactos celulares que se establecen
entre los fibroblastos del plexo coroideo y las células leucémicas parecen ser determinantes en el
establecimiento de un nicho protector para estas ultimas. Dicho contacto provoca una drastica reduccion

en la tasa proliferativa de las células leucémicas, especificamente de aquellas que se encuentran

fuertemente adheridas a los fibroblastos. Cabe destacar que son estas mismas células leucémicas las que
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presentan caracteristicas morfolégicas mas invasivas, siendo frecuentes en ellas las proyecciones tipo
invadopodio. Al igual que en la médula dsea, el bloqueo de la via de sefalizaciéon VLA-4 en células
leucémicas también revierte parcialmente la quimiorresistencia inducida por los fibroblastos del plexo
coroideo. Por otra parte, otra de las vias de sefializacién implicadas en la resistencia exhibida por las
células leucémicas a los quimioterapicos es la via de Notch y, aunque se ha descrito su relevancia clinica
principalmente en el caso de las leucemias T, recientemente Kamga et al.>® ha demostrado un papel
similar para esta via en el contexto de las leucemias tipo B. Segln estos autores, la inhibicion de la via de
sefalizacion Notch en un modelo xenogénico no bloquea la expansion de las células leucémicas. Sin
embargo, cuando los animales eran tratados conjuntamente con Ara-C e inhibidores de la via Notch, la
drastica reduccién en el nimero de células leucémicas iba acompafada de un significativo incremento en
la supervivencia de los animales, indicando que la sefializacién Notch era responsable de la induccién de
quimiorresistencia. Resultados previos de nuestro grupo indican que las MSCs de médula ésea de
pacientes de LLA expresan niveles elevados de JAGGED-1 en comparacion con las MSCs de donantes
control 3. De forma similar, en el caso del plexo coroideo, |la expresidon de JAGGED-1 aparece fuertemente
incrementada en los fibroblastos tras el contacto con las células leucémicas, observandose en paralelo en
estas uUltimas un aumento de la expresion de ADAM10, proteasa fundamental en la activacion de la via
Notch. Nuestros datos indican, por tanto, que la activacién de la via Notch tras el contacto fibroblasto-
célula leucémica es responsable, en parte, de la resistencia exhibida por estas ultimas a las drogas
quimioterapicas, pues el bloqueo de la misma mediante la adicidn del inhibidor de la y-secretasa revierte,

aunque no por completo, el efecto protector observado.

Es también resefiable otra de las caracteristicas que adquieren las células leucémicas que se adhieren
fuertemente a los fibroblastos del plexo, como es la reduccidn de los niveles de expresién en membrana
de la molécula CD19, observandose tanto en las imagenes de microscopia de fluorescencia como en los
estudios de citometria de flujo. Esta reduccidn sugiere que el porcentaje de animales con infiltracion
leucémica del estroma del plexo coroideo podria ser superior al estimado en nuestro estudio. Por otra
parte, CD19 es la molécula diana de los nuevos tratamientos inmunoterapéuticos para pacientes de LLA
basados en células T con receptor de antigeno quimérico (CAR-T), una reduccién en la expresion de la
misma dificultaria el reconocimiento de la célula leucémica y, por lo tanto, favoreceria la evasidn de los

efectos de la inmunoterapia®®.

Todos estos resultados apoyan que el estroma del plexo coroideo representaria un santuario para las
células leucémicas que, si bien parecen alcanzar el mismo por la mayor permisividad vascular mas que
por sefiales especificas que las atraigan a la zona, una vez localizadas en este microambiente serian
capaces de modificarlo. Estos cambios inducirian una reduccién en la tasa proliferativa de las células
leucémicas, lo que favoreceria su quimiorresistencia a los farmacos convencionales utilizados en el
tratamiento intratecal, y una disminucion de los niveles de expresion de la molécula CD19, lo que

presumiblemente podria dificultar ademas la acciéon de los nuevos tratamientos dirigidos contra la
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leucemia, como son las células CAR-T. El estroma del plexo coroideo estaria entonces implicado en la
proteccidn de las células leucémicas dentro del SNC donde se harian refractarias a los tratamientos,
pudiendo ser responsables de las recaidas posteriores. Esto implicaria que, como en el caso de los

tumores sélidos, el estroma fibroblastico también podria ser una diana terapéutica importante en la LLA.
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Como se ha sefialado en apartados anteriores de este trabajo, en los uUltimos afios, se ha puesto de
manifiesto la relevancia que la via de sefializacién BMP tiene en una amplia variedad de procesos
tumorales. Asi, se han descrito efectos tanto pro-tumorales como anti-tumorales asociados con
alteraciones en la expresidn de los distintos componentes de la via de sefializacion BMP %®. La mayor
parte de los trabajos en esta linea proceden del estudio de tumores sélidos y, aunque estan emergiendo
estudios en distintas neoplasias hematolégicas '°%, todavia el estado de los componentes de la via de
sefializacién BMP en la LLA ha sido escasamente estudiado 3¢ 17, En este contexto, datos preliminares de
nuestro grupo a partir del analisis de una cohorte relativamente pequefia de pacientes sugerian que una
elevada produccién del ligando BMP4 y/o la inhibicidn de la via de sefializacion candnica de BMP4 en

blastos leucémicos podrian ser un factor de mal prondstico en los nifios con esta enfermedad 2¥.

La via de sefalizacién BMP ha sido descrita como una de las vias clave en la expansion de los progenitores
hematopoyéticos en la médula dsea siendo una de las responsables del mantenimiento del tamafio del
nicho®2. En este contexto, Goldman et al. demostraron en un modelo de ratén deficiente en BMP4 que
niveles reducidos de expresién del ligando asociados a los componentes del nicho hematopoyético
causaba una hematopoyesis deficiente, concluyendo que BMP4 es factor clave en el microambiente
hematopoyético regulando numero y funcidn de las células stem hematopoyéticas 33, Dada la
importancia de la estricta regulacion de la via de sefializacién BMP en el microambiente medular, no es
sorprendente que alteraciones en la misma sean relevantes en el desarrollo y/o progresidén de tumores
hematoldgicos como la LLA. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que la produccion de BMP4

por parte de las MSCs de médula dsea estd alterada en los pacientes de LLA 70,

Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto el papel de BMP4 en el establecimiento y
mantenimiento de la LLA en un modelo xenogénico basado en el trasplante de muestras primarias en
ratones NSG. Estos indican que las muestras leucémicas que exhiben una elevada expresién de BMP4
presentan claramente una mayor capacidad de injerto que aquellas con niveles bajos, apuntando al
morfégeno como responsable de dicho efecto. En este sentido, Khurana et al. han descrito previamente
la capacidad de BMP4 para inducir y mantener la expresion de la integrina VLA-4 en los progenitores
hematopoyéticos, siendo éste el mecanismo responsable del homing y movilizacién de estos!*!. Ademas,
el analisis de expresion de los blastos leucémicos en distintos érganos diana (médula ésea, bazo y cerebro)
indican que los mayores niveles de expresion de BMP4, al igual que ocurre en las poblaciones
hematopoyéticas de médula 6sea sana 2%, son exhibidos por las células leucémicas con un fenotipo mas

inmaduro y por ello, presumiblemente mas agresivo.

Por otra parte, los experimentos de trasplante con células leucémicas que sobreexpresan BMP4 ponen de
manifiesto que, incluso a pesar de los nimeros reducidos de células leucémicas recuperados en estos
animales, presentan una aparicion de la sintomatologia exacerbada y prematura. Una de las funciones

atribuidas a las proteinas BMP es la regulacidn de la proliferacién y diferenciaciéon de las poblaciones
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medulares. De hecho, concentraciones elevadas del morfégeno inhiben la proliferacidn y la diferenciacidn

de los progenitores de linfocitos B 24%2%0,

Existen numerosos trabajos en la literatura que han puesto de manifiesto la asociacion de niveles elevados
de BMP4 con diferentes tipos de tumores 2% 130251 Sin embargo, mientras que en algunos casos estos
niveles se han asociado con un mal prondstico, como ocurre en algunos tipos de cancer de pulmadn en los
que las células tumorales expresan niveles incrementados de BMP4 252, en el cancer de vejiga, en los que
se asocian con la progresién del tumor 2°3 0 en carcinomas hepatocelulares en los que se relaciona con

254 en otros casos, como en el del glioma, los niveles incrementados del ligando

procesos metastasicos
son indicadores de buen prondstico °°. Estos resultados, aparentemente contradictorios, pueden ser
debidos a que BMP4 podria tener un efecto diferente en funcién del tipo de tumor, del momento de la
enfermedad, de las células diana, o incluso de la forma de presentacién del morfégeno, unido o no a
determinados componentes de matriz extracelular % 2%, Asi, por ejemplo, en el caso del tumor de vejiga
ha sido descrito que BMP4 tendria un efecto sobre el sistema inmune del paciente induciendo la
inmunosupresion del mismo y haciendo refractarias a las células tumorales frente a los estimulos de

253

diferenciacién 23, En contraposicidn, en el caso del glioblastoma, las células tumorales capaces de

responder a BMP4 se diferencian haciéndose més sensibles a los tratamientos quimioterapicos 7.

Teniendo en cuenta estos datos, los efectos observados en este trabajo que demuestran que la elevada
expresion de BMP4 por las células leucémicas conducen a una aparicidén precoz de la sintomatologia
clinica en animales que, sin embargo, presentan una menor carga tumoral en los 6rganos diana (médula
Osea y bazo) pueden deberse, de manera no excluyente, al efecto de esta molécula sobre las propias

células tumorales y/o sobre otros tipos celulares del organismo.

En cuanto a los efectos de BMP4 en las propias células leucémicas tipo B, en correlacion con lo observado
previamente por otros autores en algunas lineas leucémicas (LLA-T, LMC y LMA) asi como en células
tumorales de mama 2°% 2%, nuestros datos indican que altos niveles de BMP4 inducen una reduccién de
su tasa proliferativa que, en consecuencia, se incrementa cuando estas células se cultivan en presencia
de un anticuerpo bloqueante para BMP4. Estos cambios en la proliferacion celular inducen, por tanto, un
estado de latencia en el que los blastos leucémicos son menos sensibles a los efectos quimioterapicos.
Resultados similares se han descrito en leucemias mieloides (LMA y LMC), en las que se ha demostrado la
implicacién del morfégeno en la quimiorresistencia de estas células mediante la activacién de procesos
autofégicos vy la inhibicién de la apoptosis 3°. Ademas, nuestros resultados muestran otras propiedades
modificadas como consecuencia de los altos niveles de BMP4 que favorecerian el desarrollo de la
enfermedad. En este sentido, células Nalm6-BMP4 muestran una mayor capacidad de migracion en los
ensayos in vitro, en linea con los mayores niveles de expresion de las moléculas de adhesiéon VLA-4 y LFA-
1, asi como de la metaloproteasa ADAM10, exhibidos por las células Nalm6-BMP4 recuperadas del

modelo in vivo. La integrina VLA-4 tiene un papel importante en la migracién de las células tumorales, y
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la interaccidén con sus ligandos es fundamental en la supervivencia de estas células y en el desarrollo de
quimiorresistencia en tumores hematoldgicos 37, como han descrito otros autores y se ha demostrado en
este trabajo. Ademas, la mayor expresion de VLA-4 se ha asociado previamente con un peor prondstico
en los pacientes pedidtricos con LLA “°y de hecho, en las muestras de pacientes analizadas en este trabajo,
la expresion de la integrina al diagnodstico es significativamente superior en los pacientes que
posteriormente recaen. Acompafiando a la regulacion positiva de VLA-4 se observa un incremento en la
expresion de LFA-1 en las células Nalm6-BMP4, otra integrina que podria mediar la supervivencia de las
células tumorales como ya se ha descrito en la LLC 2%° y la invasién al SNC®3, Por otra parte, mayores
niveles de expresion la metaloproteasa ADAM10 se han asociado con procesos de migracidn e invasién
tumoral y, por tanto, con un mal prondstico en otros tumores %% 261262 Ademds, en el anélisis proteémico
comparativo de lineas de LLA-B con diferentes capacidades invasivas llevado a cabo por Holland et al.,
ADAM10 es una de las proteinas que exhiben mayores niveles en las lineas mas invasivas y con capacidad
para infiltrar el SNC 3. A tenor de estos resultados, se podria concluir que los efectos autocrinos de BMP4

inducen un fenotipo mas agresivo en las células leucémicas.

Como ya se ha comentado en el apartado primero de la discusién, la respuesta inflamatoria juega un papel
importante en el desarrollo y la progresion de muchos tumores, incluidos distintos tipos de cancer
infantil®®. En el caso de los pacientes con LLA, éstos exhiben niveles séricos elevados de citoquinas y
quimioquinas pro-inflamatorias como IL-8, CCL2, TNF-a. e IL-6 en el momento del diagndstico,
confirmando su estado inflamatorio antes del inicio del tratamiento. BMP4 ha sido descrito como un
inductor de procesos inflamatorios en distintos sistemas, habiéndose encontrado su participacién en
diferentes patologias como la artritis reumatoide, la osteoartritis, la esclerosis mdltiple, neuropatias y
enfermedades asociadas con el sistema vascular 4> %> 283, Asj, esta proteina, al igual que otros ligandos
BMP, induce una respuesta inflamatoria que provoca alteraciones en los epitelios, entre ellos el endotelio
vascular, alterando la funcién barrera, promoviendo la extravasacion de leucocitos y contribuyendo a la
patogenia de enfermedades inflamatorias*® 2%%, Por otra parte, la administraciéon exégena de BMP como
factor osteoinductor en pacientes con fracturas 6seas ha permitido describir los efectos inflamatorios
derivados del aumento de los ligandos BMP, entre los que se encuentran inflamacion a nivel de la columna
vertebral, formacidn de seromas con elevadas cantidades de citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-8 y TNFa) o
la aparicidn de radiculitis con inflamacién y compresién de las raices de los nervios espinales 2%°. Ademas,
se ha descrito una activacién de osteoclastos y osteolisis en estos pacientes como consecuencia de los

niveles incrementados de citoquinas inflamatorias?°®.

En este sentido, como se ha comentado anteriormente, los animales que desarrollan la enfermedad
recrean la respuesta inflamatoria descrita en los pacientes, detectandose un incremento de IL-6, TNFa y
CCL2 en el suero sanguineo. Los mayores niveles de IL-6 encontrados en los animales infundidos con las
células Nalm6-BMP4, pueden ser el reflejo de la mayor respuesta inflamatoria inducida por los altos

niveles de BMP4. La IL-6 es un factor fuertemente asociado a la progresién de tumores, tanto sélidos
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como hematoldgicos, correlacionandose en estos Gltimos con un mal prondstico de la enfermedad 267-26°
. Por tanto, la inflamacién inducida por BMP4 a nivel sistémico mediada por IL-6 podria contribuir al
agravamiento de los sintomas clinicos observados. La compresién de la médula espinal como
consecuencia de la infiltracion leucémica, de forma similar a lo descrito en algunos pacientes pediatricos
de LLA 279, estaria acentuada por la respuesta inflamatoria exacerbada mediada por elevados niveles de
BMP4 conduciendo a la afectacion de las raices nerviosas y favoreciendo la aparicién de la sintomatologia
neuroldgica, principalmente paraplejia, mostradas por estos animales, comprometiendo su

supervivencia.

Como se ha indicado previamente, BMP4 esta directamente relacionado con la induccién de un fenotipo
endotelial inflamatorio. En este sentido, diferentes trabajos apuntan a que los endotelios que producen
altos niveles de BMP4 presentan un incremento en la expresiéon de las moléculas de adhesidn asi como
una reduccion en las uniones adherentes intercelulares mediadas por la producciéon de citoquinas
inflamatorias, fundamentalmente TNFa, IL-6 o0 IL-8 44188271 En e| contexto de la LLA, el anélisis del plasma
sanguineo de los pacientes al diagndstico ha puesto de manifiesto no sélo un incremento de la presencia
de factores pro-inflamatorios, sino también de marcadores de activacion endotelial (P-selectina, VCAM1,
ICAM1) que reflejan las alteraciones que experimenta el endotelio vascular en estos pacientes °*. Nuestros
estudios in vitro con células endoteliales de la vasculatura cerebral evidencian que tanto la presencia de
las células leucémicas como el aumento de los niveles de BMP4 conducen a modificaciones fenotipicas en
estas células. Las células tumorales inducen una mayor expresion de VCAML1 en las células endoteliales,
que se incrementa en presencia de BMP4. Este factor, en paralelo, reduce los niveles de VE-cadherina
implicada en el mantenimiento de las uniones célula-célula de los endotelios. Ademas, datos no
publicados del grupo indican que las células Nalm6-BMP4, en contacto con el endotelio, inducen la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias. En conjunto, estos datos sugieren que la mayor produccion
de BMP4 por las células leucémica es, al menos en parte, responsable del incremento de la inflamacion
observada en estos animales e induce cambios en el sistema vascular que podrian dar lugar a la pérdida

de la funcién barrera del endotelio favoreciendo la extravasacion y metastasis de las células tumorales.

A pesar de lo descrito anteriormente, el bloqueo de la sefializaciéon candnica de BMP4 en el modelo
xenogénico de LLA mediante la administracion del inhibidor DMH1 no impidid el injerto de las células
leucémicas en la médula 6sea o en el bazo, sin embargo, se observaban nimeros incrementados de
células tumorales en circulacidn, lo que podria sugerir cierta dificultad en la entrada de las células a los
érganos diana en correlacion con lo comentado anteriormente y, por lo tanto, la participacion, aunque
menor, de la sefializacién candnica de BMP en la misma. Del mismo modo que otros autores han
observado previamente diferencias en la carga leucémica sélo en el SNC resultado de la inhibicidn o el
bloqueo de factores asociados con una mayor invasividad tumoral, sin detectar cambios en los érganos
periféricos 14 8% |os efectos del bloqueo de la via candnica de sefializacién de BMP4 en nuestro modelo

se observan fundamentalmente en el SNC. Tras la administracidon sistémica de DMH1, se observan
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numeros significativamente reducidos y una sintomatologia clinica menor que en los animales tratados
con el diluyente. Por lo tanto, los efectos de BMP4 en la regulacion positiva de diferentes moléculas
implicadas en el homing en las células leucémicas, asi como sus efectos pro-inflamatorios sistémicos,

podrian estar mediados, al menos en parte, a través de la via candnica.

Recientemente, Newman et al. han descrito un nuevo farmaco inhibidor de la via de sefializacion BMP, el
inhibidor JL5 con propiedades farmacocinéticas mejoradas respecto a sus analogos DMH1. Los autores
comparan los efectos anti-tumorales de ambos farmacos en un modelo de cancer de pulmén, donde la
produccion de BMP también estd incrementada. Mientras los efectos de ambos farmacos in vitro fueron
similares, los efectos observados in vivo indican que JL5 presenta una eficacia anti-tumoral
significativamente superior a DMH1 y DMH2 “¢. A tenor de lo anterior, no podemos descartar que la
ausencia de efectos en periferia que nosotros observamos en los animales tras la implantacién de la
bomba que libera sistémicamente DMH1, pueda estar reflejando el bajo potencial de distribucién tisular
del farmaco y/o su inactivacién tras su union a proteinas plasmaticas, como sugiere dicho trabajo. En este
sentido, la administracion del inhibidor DMH1 directamente en el LCR, donde la concentracién de
proteinas es sensiblemente inferior que en el plasma, consigue una reduccién en el porcentaje de células
leucémicas en el SNC similar a la obtenida con los farmacos de la TIT, apuntando a un efecto de la via de
sefializacidn candnica de BMP4, no sdlo sobre las barreras cerebrales, sino también en la supervivencia
de las células leucémicas en el SNC como indica la induccién de las proteinas pro-apoptéticas tras el

tratamiento con el inhibidor.

Ademas de su participacidn en el desarrollo del SNC, la sefializacion BMP es esencial en el mantenimiento
de la homeostasis de este sistema, participando en la regulacion de procesos tales como la neurogénesis
y la oligodendrogénesis. De hecho, la expresion de BMP2, BMP4, noggin, BMPRIA, BMPRIB y BMPRII ha
sido descrita en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células ependimarias 2’2 por lo que
parece evidente que la invasién del tejido nervioso por células leucémicas que producen elevadas

cantidades de BMP4 tendria un impacto directo en el normal funcionamiento de SNC.

Los astrocitos constituyen la poblacién celular residente en el SNC mas prevalente. Esta poblacién posee
la maquinaria necesaria para responder ante la presencia de BMP4 en el ambiente y regular la via de
sefializacidn activada por este ligando. Algunos autores han demostrado que la via de sefializacién BMP
es esencial en la diferenciacién y funcionalidad de esta poblacidn, siendo indispensable en el
mantenimiento de la funcién barrera y en el proceso de angiogénesis ?73. Ademds, se ha descrito la
capacidad que estas células tienen para llevar a cabo una respuesta frente a cualquier alteracion

producida en el SNC implicdndose tanto en procesos inflamatorios como de regeneracidn tisular 274,

Los datos del estudio histoldgico del modelo xenogénico con células que sobreexpresan BMP4 indican
una mayor expresion de GFAP en astrocitos localizados tanto en zonas superficiales de la corteza como

en zonas mas profundas de la misma, sugieriendo una mayor respuesta astroglial en consonancia con el
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contexto inflamatorio descrito en este modelo y con la presencia de citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias demostrada por otros autores en pacientes con afectacién en SNC 2% 1%, Resultados
similares se han descrito en un modelo de esclerosis lateral amiotréfica en rata en el que un incremento
de los niveles de BMP4 se asociaron con procesos de astrocitosis y microgliosis y su inhibicidn atenuaba
la neuroinflamacién poniendo asi de manifiesto la relevancia de la sefializacién BMP en la misma #°. En el
modelo de LLA, la inhibicién de la sefializacion candnica de BMP4 conduce, por su parte, a un
engrosamiento de la matriz extracelular de la limitante glial-pial (laminina) que podria deberse a un
incremento de la secrecidn de los componentes de matriz por los astrocitos y fibroblastos de la meninge,
lo que permitiria reestablecer la limitante glial y restringir el paso de células hacia el parénquima de forma

similar a lo que ocurre en la formacidn de cicatrices gliales tras un dafio 27°.

En respuesta al incremento de citoquinas inflamatorias también se modifica la limitante glial astrocitaria
presente en la BHE produciendo moléculas que modifican el endotelio de esta barrera y facilitando el paso
de células hacia el parénquima nervioso 2. En este sentido, como se ha indicado con anterioridad, BMP4
induce modificaciones en el endotelio de la microvasculatura cerebral que sugieren una mayor
permeabilidad. Ademads, nuestros datos revelan que las células que sobre-expresan BMP4 producen
mayores cantidades de VEGFA, un factor pro-angiogénico incrementado en muchos tumores y regulado
por diferentes vias de sefializacién, entre ellas la sefializacion BMP 277. Los animales trasplantados con
estas células presentan una mayor densidad vascular, con capilares de mayor calibre, que podrian estar
inducidos por VEGFA y BMP4. Estos cambios en la vasculatura no solo afectan al SNC, sino también a otros
organos diana de la LLA, como es el caso del higado (resultados no mostrados). Estos resultados estan en
concordancia con lo descrito por Araya et al. en animales deficientes para el receptor de BMP2/4, BMPRIA,
cuyos capilares cerebrales presentan un tamafio reducido respeto a los animales control 2?73 y, poniendo

de manifiesto el papel pro-angiogénico de BMP4 a través de su sefializacion candnica.

En conjunto, los resultados obtenidos a partir del modelo xenogénico de LLA y de los ensayos in vitro
revelan que la produccion de elevados niveles de BMP4 por las células leucémicas confieren
caracteristicas mas agresivas a las propias células tumorales ya que incrementan su invasividad, reducen
su proliferacién, favorecen su supervivencia y, ademas, inducen un ambiente inflamatorio que favorece
el aumento de la permeabilidad de las barreras cerebrales. Esto datos sugieren que, en un contexto
clinico, BMP4 favoreceria por un lado la infiltracién en el SNC de las células leucémicas y, por otro, la
resistencia a la quimioterapia de las células leucémicas y, por tanto, promoveria el mantenimiento de la

EMR positiva y/o las recaidas.

Por otra parte, como se demuestra en este trabajo, las células leucémicas infiltran el nicho neurogénico
de la zona subventricular. En este sentido, dada la importancia que BMP4 tiene en el control de la
activacion/quiescencia de las células madre neurales, el mantenimiento de su potencialidad y su

diferenciacidn para asegurar la produccién continua de neuroblastos y oligodendrocitos 3%, la expresién
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de niveles incrementados de BMP4 por las células leucémicas podria tener, ademas, un impacto mayor
en la homeostasis del nicho del comentado en la primera parte de la discusién. Asi, la llegada de estas
células con mayor capacidad invasiva podria implicar la alteracion de los procesos neurogénicos como
consecuencia tanto de los niveles incrementados de BMP4 en el microambiente de la zona, como de la
inflamacion inducida por éstos, dando lugar a cambios en la capacidad neurogénica de las células madres
neurales, en su diferenciacion, en la migracion de los neuroblastos y en la posterior renovacion neuronal,

procesos criticos en la edad pediatrica en la que se encuentran los pacientes de LLA.

En paralelo a los estudios dirigidos a conocer el papel de BMP4 en el desarrollo de la LLA y en la infiltracion
en el SNC, analizamos al diagndstico el estado de la via de sefializacion BMP en blastos leucémicos de
pacientes pedidtricos de LLA procedentes de tres hospitales espafioles diferentes, ampliando asi los datos
preliminares del grupo a una cohorte de 174 pacientes. Los resultados indican que la distinta relevancia
de la via candnica de sefializaciéon de BMP en las células del linaje B frente al T 1¥7 se refleja también en las
muestras de LLA, ya que los blastos de pacientes de LLA-B expresan mayores niveles de expresion de los

componentes de la ruta de sefalizacion BMP que las muestras de pacientes de LLA-T.

Por otra parte, el analisis de los componentes de la via en las muestras LLA indica que los blastos de los
pacientes incluidos en el grupo de RA, los de los pacientes que exhiben EMR positiva al final de la fase de
induccion y los de los pacientes que posteriormente recayeron, presentan niveles reducidos de los
receptores de BMP al diagndstico. En todos los grupos, los niveles de ActRIA estan reducidos, y en las
muestras pacientes con EMR+ la menor expresion del receptor ActRIA se acompafia de menores niveles
de BMPRII. Ademas, en el caso de los pacientes de RA y de los que presentaron recaidas también exhiben
una menor expresion de la BR-Smad, SMAD1. Estos datos apuntan en el mismo sentido que lo descrito
por Dzietczenia et al. Estos autores demostraron que elevados niveles de los receptores de la ruta de
sefializacion BMP en las células de pacientes con LLA y con LMA, se correlacionan con tasas mas altas de
supervivencia, asi como con un menor riesgo de recaida'®3. Datos similares han sido descritos también en
otros tumores, por ejemplo, se ha puesto de manifiesto la asociacion de una regulacidén negativa del
receptor ActRIA con una menor supervivencia de los pacientes con glioblastoma 2’8 y del receptor BMPRI|
con una mayor progresion en los tumores de vejiga 2°3. En conjunto, estos datos indican que la inhibicidn

de la sefalizacion de BMP se asocia con la progresion de la enfermedad.

En el contexto de las recaidas, los resultados iniciales asociaban altos niveles de expresién de BMP4 y la
inhibicion de la sefalizacion candnica de BMP con las recaidas en la enfermedad. En este sentido, el
analisis llevado a cabo con todas las muestras de pacientes recopilados hasta el momento confirma que
los pacientes que recaen presentan una regulacién negativa de la via de sefializacion BMP a distintos
niveles de la misma, pues no sélo encontramos menores niveles de expresidn del receptor ActRIA, y de
una de las proteinas implicadas en la transduccién de la sefial, SMADI, como se ha indicado

anteriormente, sino que ademas, los niveles de expresion de la Smad inhibidora, SMAD?7, tienden a estar
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incrementados en estos pacientes. Ninguno de estos tres componentes analizados de manera individual
se asocia de manera directa con la incidencia acumulada de recaidas. Sin embargo, esta es
significativamente superior en los pacientes con elevados niveles de expresion de SMAD7 que ademas
exhiben bajos niveles de SMADI respecto a los que mantienen niveles altos de SMAD1 y, por tanto, una
menor inhibicion de la via de sefializacion BMP. Estos mismos resultados se observan también si se
consideran sélo los pacientes con LLA-B incluidos en los grupos de riesgo no alto y sugieren que, puesto
que en ambos casos las recaidas se produjeron una vez finalizado el tratamiento, las células leucémicas
con una menor activacion de la via de sefalizacion dependiente de Smad se mantienen en un estado de

mayor quiescencia, dando lugar a recaidas mas tardias.

Por otra parte, el analisis de las muestras obtenidas de pacientes clasificados como de riesgo no alto,
revela que, en los pacientes con mayores niveles de expresiéon de BMP4, la incidencia acumulada de
recaidas tiende a ser superior cuando los niveles de SMAD1 son bajos. En este mismo sentido, las células
que sobreexpresan BMP4 utilizadas en este trabajo también exhiben un incremento en la expresién de la
Smad inhibidora, SMAD7 y una reduccién de los genes diana ID1 e ID4. Ademas, datos previos del grupo
indicaban que los pacientes que recayeron en el SNC tenian una elevada concentraciéon de BMP4 en el
LCR en el momento del diagndstico. Todos estos datos, junto con los obtenidos en el estudio del papel de
BMP4 en la infiltracion leucémica en el SNC, sugieren que los blastos leucémicos que inhiben la via de
sefializacion BMP y mantienen una elevada produccidn de BMP4 podrian ser los responsables de las
recaidas en SNC, en consonancia con los niveles de expresidn incrementados de esta proteina en los
blastos aislados del cerebro respecto a los de médula dsea descritos por Gaynes et al., que sugieren una

mejor adaptacion de éstas células al microambiente del SNC. %°,

En conjunto, los resultados obtenidos a partir del andlisis de la via de sefializacion de BMP de las muestras
primarias de pacientes en el momento del diagndstico, ponen de manifiesto que la inhibicién de la via de
sefializacidn candnica de BMP se correlaciona con un mal pronéstico en la LLA-B, asociandose con recaidas
posteriores. Sin embargo, la complejidad en la regulacidn de esta via de sefializacién, y probablemente la
heterogeneidad existente entre pacientes en cuanto a los mecanismos de inhibicion de la misma,
dificultan la identificacion de un solo parametro que pueda ser utilizado como un nuevo marcador
bioldgico a incorporar para mejorar la estratificacion de los pacientes. A pesar de ello, los resultados son
de relevancia clinica si consideramos sélo el grupo de pacientes de riesgo no alto en el que suceden la
mayor parte de las recaidas. En estos casos, la evaluacién del estado de la via de sefializacion BMP junto
con la determinacién de los niveles de expresion de BMP4 podria suponer una informacién valiosa para
la estratificacion de los pacientes tanto al diagndstico como tras la identificacion de EMR+, en un subgrupo

en el que no se han identificado otros posibles factores prondsticos
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir:

1. Coincidiendo con las principales cisuras y cisternas cerebrales, un importante porcentaje de las
células leucémicas presentes en el espacio subaracnoideo forman agregados complejos con las

células leptomeningeas

2. Lainfiltracion leucémica en el SNC provoca la rotura de la barrera glial pial con la consiguiente

invasion del parénquima nervioso.

3. Las células leucémicas que penetran el parénquima nervioso son resistentes a la quimioterapia,

provocan una respuesta inflamatoria, dafio tisular y alteraciones comportamentales.

4. Las células leucémicas alcanzan el nicho neurogénico de la SVZ induciendo una respuesta

inflamatoria y la inhibicién de la neurogénesis.

5. Las células leucémicas invaden el estroma del plexo coroideo, induciendo un fenotipo pro-

tumorogénico en los fibroblastos residentes.

6. Lainteraccion célula leucémica -fibroblasto provoca en las primeras la pérdida de expresion de
CD19, la reduccion de la tasa proliferativa y, en consecuencia, la resistencia a los agentes

quimioterapicos. La sefializacidn a través de VLA-4 y Notch median estos efectos.

7. Elevados niveles de expresién de BMP4 favorecen el desarrollo de la LLA en el modelo
xenogénico, induciéndose un fenotipo mas agresivo. Por otra parte, la sefializacidon candnica de

BMP esta implicada en la infiltracién en el SNC.

8. La expresion reducida de las BR-smads y/o el incremento de las smad inhibidoras en blastos de
pacientes analizados en el momento del diagndstico se asocian con un peor prondstico. Ademas,
la incidencia acumulada de recaidas tiende a ser superior en los pacientes que, al diagndstico,

presentan blastos con elevados niveles de expresion de BMP4 y bajos de SMAD1.
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Abstract: Dendritic cells and macrophages are common components of the tumour immune
microenvironment and can contribute to immune suppression in both solid and haematological
cancers. The Bone Morphogenetic Protein (BMP) pathway has been reported to be involved in cancer,
and more recently in leukaemia development and progression. In the present study, we analyse
whether acute lymphoblastic leukaemia (ALL) cells can affect the differentiation of dendritic cells
and macrophages and the involvement of BMP pathway in the process. We show that ALL cells
produce BMP4 and that conditioned media from ALL cells promote the generation of dendritic
cells with immunosuppressive features and skew M1-like macrophage polarization towards a less
pro-inflammatory phenotype. Likewise, BMP4 overexpression in ALL cells potentiates their ability to
induce immunosuppressive dendritic cells and favours the generation of M2-like macrophages with
pro-tumoral features. These results suggest that BMP4 is in part responsible for the alterations in
dendritic cell and macrophage differentiation produced by ALL cells.

Keywords: acute lymphoblastic leukaemia; BMP4; dendritic cells; macrophages; tumour immune
microenvironment

1. Introduction

It is currently known that tumour microenvironment influences tumorigenesis, cancer progression
and metastasis [1,2]. The tumour microenvironment consists of non-cellular and cellular components
including the extracellular matrix, stromal cells such as fibroblastic and endothelial cells, and immune
cells such as lymphocytes and myeloid cells [3-5]. Dendritic cells (DCs) and macrophages (MJs) are
commonly found infiltrating solid and haematological tumours and carrying out their anti-tumoural
activities at the initial stages of tumour development. However, as the tumour progresses, signals
derived from tumour cells and their microenvironment impair the differentiation, maturation and
function of DCs and Ms transforming them into immunosuppressive cell types with pro-tumoural
functions [6-9]. Manipulation of tumour-derived factors affecting tumour-associated DCs and MJs
therefore constitute a new strategy for treating human solid and haematological malignancies [10-13].

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is a malignant haematological disorder of the early
lymphoid progenitors, occurring in all age groups. In children, ALL is the most common type of
haematological malignancy, mainly affecting early B cell precursors [14,15]. Alterations in the numbers
of different immune cells have been reported in childhood ALL [16-19], but to our knowledge, there is
no data available about the involvement of DCs and MJs in paediatric ALL progression.

Cells 2019, 8, 722; d0i:10.3390/cells8070722 www.mdpi.com/journal/cells


http://www.mdpi.com/journal/cells
http://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0002-0701-5454
http://www.mdpi.com/2073-4409/8/7/722?type=check_update&version=1
http://dx.doi.org/10.3390/cells8070722
http://www.mdpi.com/journal/cells

Cells 2019, 8, 722 20f 14

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are multifunctional growth factors which constitute
a subgroup of the TGF-f3 superfamily. BMPs participate in the regulation of cell proliferation,
differentiation and death in embryonic and adult tissues [20], and are also involved in cancer, where
they can function as both tumour suppressors and tumour-promoting factors [21,22]. The role of the
BMP signalling pathway in leukaemia progression is beginning to be revealed [23,24], and particularly
for ALL, the increased production of BMP4 by bone marrow mesenchymal stem cells at diagnosis and
the up-regulated expression of some BMP ligands by ALL blasts support a role for BMP signalling in
this haematological disorder [25-27].

In this study, we provide evidence that ALL cells are able to impair the differentiation of DCs and
M@s from monocytes, and BMP4 seem to mediate part of the effects induced by ALL cells.

2. Materials and Methods

2.1. ALL Cell Lines

The B cell precursor leukaemia cell line Nalm-6 (ACC128) was obtained from DSMZ (German
Collections of Microorganisms and Cell Culture) and maintained at a density of 1 x 10 cells/mL in
RPMI-1640 with 10% FBS and antibiotics (all from Lonza).

To generate a stable cell line overexpressing BMP4, Nalm-6 cells were transduced with lentiviruses
expressing an empty construct (control Nalm-6) or a construct encoding BMP4 (BMP-4-transduced
Nalm-6). BMP4 mRNAs and protein expression levels were quantified by quantitative real-time PCR
and ELISA, respectively. Cells with high levels of transduction and gene expression were used for further
experiments. Lentivirus vectors for BMP4 overexpression were prepared with pMDG, p8.91 and an
empty lentiviral expression plasmid or a lentiviral expression plasmid encoding BMP4 as described [28].
BMP4 in pCMV-SPORT6 (Clone Id: 4399276, Termofisher) was transferred via pDONR201 (Invitrogen)
to the lentiviral plasmid pLNT-SFFV-WPRE-Gateway (obtained through Dr Peter van der Sluijs from
Dr Adrian Thrasher, University College London, UK). Recombinant lentiviruses were prepared as
described above. BMP4 cDNA was verified by dye termination sequencing.

Conditioned media were obtained by culturing control and BMP-4 transduced Nalm-6 cells at a
density of 5 x 10° cells/mL for 48 h.

2.2. Monocyte Isolation and Culture

Buffy coats from healthy donors (Centro de Transfusiéon de la Comunidad de Madrid, Spain)
were used to obtain peripheral blood mononuclear cells by density gradient centrifugation with
Lymphocytes Isolation Solution (Rafer). Monocytes were isolated by positive magnetic separation
using CD14 immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec). To generate DCs, CD14" cells (106/mL) were
cultured for 5-6 days in RPMI-1640 with 10% FBS plus 20 ng/mL rhGM-CSF and 20 ng/mL rhIL-4
(Invitrogen, Termo Fisher Scientific), and half of the medium was replaced by fresh medium with
cytokines every 2 days. CD14" monocytes (5 X 10°/mL) were also cultured for 3-5 days with 5 ng/mL
rhGM-CSF or 10 ng/mL of rhM-CSF (ImmunoTools GmbH) to obtain M1 or M2 MUs, respectively,
and in both cases the same concentration of cytokines was added every 2 days. To study the effects of
leukaemia-derived soluble factors, monocytes were differentiated to DCs and M1 MJs in the presence
of 50% conditioned media from control and BMP4-transduced Nalm-6 cells.

2.3. PCR Analysis

RNA isolation was performed using Absolutely RNA Microprep Kit (Stratagene Cloning Systems,
Agilent Technologies), including a DNase I digestion step, as recommended by the supplier, to
avoid genomic DNA contamination. Total cDNA was synthesized using High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applyed Biosystems, Thermo Fisher Scientific), according to the supplier’s
instructions, and then used as target in the PCR amplifications. Real-time PCR was performed using
pre-designed TagMan probes from Applied Biosystems (Table 1).
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Table 1. TagMan gene expression assays.

Gene Reference Gene Reference
TNF-x Hs00174128_m1 COX2 Hs00153133_m1
IL-1p3 Hs01555410_m1 ALDHI1A1 Hs00946916_m1
IL-6 Hs00985639_m1 GAL-1 Hs00355202_m1
1L-10 Hs00961622_m1 VEGF-A Hs00900055_m1
TFG-f31 Hs00998133_m1 MMP9 HS00234579_m1
IL-8 Hs00174103_m1 FOLR2 Hs_01044732_g1
CCL2 Hs00234140_m1 MAF Hs_04185012_s1
CCL3 Hs00234142_m1 ACTA Hs01081598_m1
CCL4 Hs00237011_m1 BMP2 Hs00154192_m1
CCL5 Hs00174575_m1 BMP4 Hs00370078_m1
CXCL10 Hs01124251_g1 BMP6 Hs01099594_m1
IDO1 Hs00984148_m1 BMP7 Hs00233476_m1

All PCR reactions were set in duplicate using the TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s instructions. The amplifications,
detections and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR System (Centro de
Genomica, Complutense University, Madrid, Spain). The ACt method was used for normalization to
GNB2L1 mRNA.

2.4. Flow Cytometry

The following mAbs conjugated to FITC/Alexa 488, PE, PE-Cy5 or APC/Alexa 647 were used for
flow cytometry analysis: CD1a (HI149), CD3 (HIT3a), CD4 (OKT4), CD8 (RPA-T8), CD14 (47-3D6) and
CD163 (GH/S1) from ImmunoStep, BioLegend and BD Biosciences. Immunofluorescence stainings were
carried out by incubating cells in PBS containing 1% FBS and 0.1% NaN3 in the presence of saturating
amounts of fluorochrome-conjugated mAbs for 30 min at 4 °C. To avoid binding of antibodies to Fc
receptors, cells were pre-incubated for 5 min at 4 °C with FcR Blocking Reagent, following supplier’s
instructions (Miltenyi Biotec). All analyses were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences) from the Centro de Citometria y Microscopia de Fluorescencia (Complutense University,
Madrid, Spain)

2.5. Mixed Lymphocyte Reaction Assays

DCs differentiated in the absence or presence of Nalm-6-derived conditioned media were cultured
overnight with 50 ng/mL LPS and then used as stimulators for allogeneic CD3* T cells isolated with
nylon wool columns from buffy coats (DC:T cell ratio, 1:10). Lymphocytes were labelled with 5 uM
CFSE (Sigma-Spain) to determine their proliferative response by the CFSE dilution method after
5-6 days of culture.

2.6. BMP4 and Cytokine Measurements

Culture supernatants from mixed lymphocyte reaction assays were harvested and the levels of
IFN-y were assayed by ELISA (R&D Systems). The production of BMP4 was determined using an
ELISA kit from R&D Systems and following the manufacturer’s instructions.

2.7. Statistical Analysis

The Mann-Whitney test was used to compare differences. Values of p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and
p <0.001 (***) were considered to be statistically significant.
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3. Results

3.1. ALL Cells Induce the Generation of DCs with Immunosuppressive Features

Human peripheral blood monocytes were induced to differentiate into DCs in the presence or
absence of conditioned media (CM) from ALL cells. During this differentiation process, monocytes
downregulated CD14 and upregulated CD1a, so that after 5 days of culture under control conditions
CD1la* CD147/° cells constituted the main cell population, and moreover, most of them expressed
high levels of CD1a (Figure 1A,B). However, the presence of ALL-derived CM induced a reduction
in the proportion of total CD1a* CD147° cells, mainly affecting the terminally differentiated CD1ah
CD147'° DCs (~30% and 60%, respectively), and concomitantly a notable increase in the proportion of
CDla™ CD14" cells (Figure 1A,B). In addition, a reduced expression of HLA-DR was also observed
(Supplementary Figure S1A). These results suggested that one or more factors contained in ALL-derived
CM altered the differentiation of DCs. Interestingly, Nalm-6 ALL cells expressed BMP4, but not other
related BMP ligands such as BMP2, BMP6 or BMP7 (Table 2), and neutralization of BMP4 in ALL-derived
CM reduced (by 40-50%) the accumulation of CDla™ CD14" cells and increased the generation of
CD1aM CD147/'° DCs (data not shown; manuscript in preparation).

Table 2. Expression of Bone Morphogenetic Protein (BMP) ligands in acute lymphoblastic leukaemia

(ALL) cell lines.
Control Nalm-6 BMP4-transduced Nalm-6
BMP2 mRNA Expression (arbitrary units) ND ND
BMP4 mRNA Expression (arbitrary units) 44+ 15 43384 + 4260
BMP6 mRNA Expression (arbitrary units) ND ND
BMP7 mRNA Expression (arbitrary units) ND ND
BMP4 Expression (pg/mL) 7x1 1786 + 35

ND: Not detected/Under the limit of detection.

A further analysis of DCs generated in the presence of ALL-derived CM (CM-DCs) showed that
these cells exhibited an immunosuppressive profile. In CM-DCs, transcription of TNF-a was repressed
whereas IL-10 expression was increased, which resulted in a drastic decrease of TNF-o/IL-10 expression
ratio (~80-90%) (Figure 1C). An enhanced expression of other cytokines, such as IL-13 and TGF-§3, as
well as chemokines, such as IL-8, CCL3, CCL4 and CCL5, was also detected in CM-DCs (2- to 5-fold
increases), being IL-6 and CCL2 the ones that underwent the highest increase (19- and 15-fold increase,
respectively) (Figure 1C). Likewise, CM-DCs showed an upregulated expression (2- to 5-fold increases)
of pro-tumoural factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF), matrix metalloproteinase-9
(MMP9), and cyclooxygenase-2 (COX2) and aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A), both enzymes
involved in biosynthesis of prostaglandins and retinoic acid, respectively (Figure 1C). However, the
expression of indoleamine 2,3-dioxygenase-1 (IDO1) enzyme and the carbohydrate-binding protein
galectin-1 (GAL-1), both with immunosuppressive activity, was reduced in DCs differentiated in the
presence of ALL-derived CM (Figure 1C).
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Figure 1. ALL cells alter the differentiation of dendritic cells (DCs). (A) Percentages of CD1a™* CD14 /o,
CD1al CD147° and CD1a™ CD14" cells recovered after 5-6 days of culture in the absence (white bars;
DCs) or presence (grey bars; CM-DCs) of conditioned media from ALL cells. Data represent the mean
+ SEM of 12 to 15 independent experiments. (B) Representative dot plots showing CD14 versus CD1a
expression. Percentages of CD1ali CD1471° and CD1a~ CD14" cell populations, delimited by red gates,
are shown. (C) Real-time PCR quantification of mRNA levels in DCs differentiated from monocytes
in the absence (white bars) or presence (grey bars) of conditioned media from ALL cells. Relative
mRNA expression was calculated by dividing all individual data by the mean expression in control
DCs. Results represent the mean + SEM of five to seven independent experiments. (D) Histograms
show the percentages of proliferating CD4* and CD8" T cells, gated on the CD3* cell population and
calculated by the CFSE dilution method in mixed lymphocyte reaction assays. Data are the mean +
SEM of seven independent experiments. Supernatants from DC/T cell co-cultures were harvested at
day 5-6 and the amount of IFN-y was quantified by ELISA. Data are the mean + SEM of three to six
independent experiments. Asterisks represent statistically significant differences between DCs and
CM-DCs (* p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001; by Mann-Whitney test).

To analyse the capacity of ALL cells to affect DC functionality, CM-DCs were co-cultured with
allogeneic CD3* T lymphocytes. In correlation with the above results, the mixed lymphocyte reaction
assays revealed that CM-DCs were able to stimulate T cell proliferative responses less efficiently than
control DCs (Supplementary Figure S2). Figure 1D shows that the proliferative responses induced by
CM-DCs were on average reduced by 30%, affecting both CD4* and CD8* T cells. In addition, levels
of IFN-y secreted by activated T cells were severely reduced in the presence of CM-DCs (Figure 1D).
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3.2. BMP4 Ouverexpression Potentiates the Ability of ALL Cells to Induce Immunosuppressive DCs

Conditioned media from BMP4-overexpressing ALL cells (BMP/CM) (Table 2) was next used to
generate DCs from monocytes (BMP/CM-DCs). In the presence of BMP/CM the proportion of CDla*
CD147%° cells was further reduced when compared to CM-DCs, being the terminally differentiated
CD1a" CD14~1° DC subset the most affected by the high BMP4 expression (Figure 2A,B). A parallel
increment in the proportion of CDla™ CD14" cells was also observed in the presence of BMP/CM
(Figure 2A).
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Figure 2. BMP4-overexpressing ALL cells exhibit a higher capacity to generate immunosuppressive
DCs. (A) Percentages of CDla* CD14 %, CD1aM CD147/° and CD1a~ CD14" cells recovered after
5-6 days of culture in the presence of conditioned media from control (grey bars; CM-DCs) and
BMP4-transduced (black bars; BMP/CM-DCs) ALL cells. Data represent the mean + SEM of 10 to
12 independent experiments. (B) Representative histograms showing CD1a expression in CM- and
BMP/CM-DCs. Percentages of CD1aM cells are shown. For comparison, red line shows CD1a expression
in DCs grown in the absence of conditioned media. (C) Real-time PCR quantification of mRNA levels
in DCs differentiated from monocytes in the presence of conditioned media from control (grey bars)
and BMP4-transduced (black bars) ALL cells. Relative mRNA expression was calculated by dividing
all individual data by the mean expression in CM-DCs. Results represent the mean + SEM of three
to six independent experiments. (D) Histograms show the percentages of proliferating CD4* and
CD8* T cells, gated on the CD3" cell population and calculated by the CFSE dilution method in
mixed lymphocyte reaction assays. Data are the mean + SEM of four to six independent experiments.
Supernatants from DC/T cell co-cultures were harvested at day 5-6 and the amount of IFN-y was
quantified by ELISA. Data are the mean + SEM of five to six independent experiments. Asterisks
represent statistically significant differences between CM-DCs and BMP/CM-DCs (* p < 0.05; by
Mann-Whitney test).
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Gene expression analysis showed that, in comparison to CM-DCs, BMP/CM-DCs expressed higher
levels of IL-10, and also TNF-« (Figure 2C), what hardly affected the low TNF-o/IL-10 expression ratio.
The presence of high levels of BMP4 during DC differentiation also induced an increased expression of
TGF-f, IL-6 and mainly IL-1f and IL-8 (2- to 4-fold increases) (Figure 2C). Upregulated transcription
levels of IDO1 and MMP9 were also detected in BMP/CM-DCs (Figure 2C).

In agreement with the acquisition of a more pronounced immunosuppressive phenotype,
the co-culture with CD3* T lymphocytes evidenced that BMP/CM-DCs exhibited a diminished
allostimulatory capacity (Figure 2D and Supplementary Figure S2). The proliferative response of CD8*
T cells was much less affected than that of CD4" T cells, and consequently IFN-y secretion underwent
only a further slight decrease when compared with CM-DCs (Figure 2D).

3.3. ALL Cells Promote M@ Polarization Towards an Anti-inflammatory M2-Like Phenotype

Peripheral blood monocytes were cultured with rhGM-CSF, in the absence or presence of
ALL-derived CM, to induce the differentiation to pro-inflammatory M1-like MJs. For comparison,
anti-inflammatory M2-like MJs were differentiated from monocytes by culturing them with rhM-CSFE.
The addition of ALL-derived CM during M1 differentiation induced an average 4-fold increase in
the proportion of CD14* CD163* cells, a phenotype usually associated with M2 features in Ms [29]
(Figure 3A,B). The analysis of the expression of several markers differentially expressed by M1- and
M2-like Ms [30] showed that ALL-derived CM caused a notable reduction (~50%) in the expression
of the M1 marker Activin A (ActA) (Figure 3C). In addition, the presence of ALL-derived CM induced
the expression of the M2 markers folate receptor 3 (FOLR2) and MAF transcription factor (5- and 2-fold
increases, respectively) (Figure 3C). Intermediate expression levels of CD206, CD209 and HLA-DR were
also observed (Supplementary Figure S1B). These observations indicated that some factors present
in ALL-derived CM skewed M1-like M@ polarization towards a less pro-inflammatory phenotype.
Interestingly, the neutralization of BMP4 in ALL-derived CM reduced (~40-50%) the generation of
CD14* CD163" cells and partially inhibited the increases in FOLR2 and MAF expression and the
reduction in ActA expression (data not shown; manuscript in preparation).

A further characterization supported that the culture of monocytes with ALL-derived CM
during M1 polarization induced the acquisition of an immunosuppressive profile in the resulting
MOs (CM-M1). Compared to M1, CM-M1 MUs exhibited a decreased expression of TNF-o and an
upregulated IL-10 expression (Figure 3D), what reduced by 40% the TNF-o/IL-10 expression ratio.
Likewise, CM-M1 MUs showed intermediate features between M1- and M2-like MUs for the expression
of the chemokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 as well as IDO1 and ALDH1A enzymes
(Figure 3D). By contrast, the transcription of IL-6 and IL-8, but also IL-1(3, TGF-$3, COX2, GAL-1, VEGF
and MMP9, was notably upregulated in CM-M1 MUs, even above the M1 and M2 values (Figure 3D).

3.4. BMP4 Querexpressing-ALL Cells Favour the Generation of M2-Like M@s with Pro-tumoural Features

Monocytes were induced to differentiate into M1-like Ms in the presence of conditioned media
from BMP4-overexpressing ALL cells (BMP/CM-M1). Under high levels of BMP4, similar proportions
of CD14" CD163™" cells were generated (Figure 4A,B) although BMP/CM-M1 M@s displayed an
enhanced M2-like phenotype, in comparison to CM-M1 MOs. Expression levels of M2 markers MAF
and FOLR2 underwent a further 2-fold increase whereas ActA transcription was additionally repressed
by 50% (Figure 4C).
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Figure 3. ALL cells promote M2-like macrophage (MJ) differentiation. (A) Percentages of CD14*
CD163" MUs generated from monocytes cultured for five days with GM-CSF (black bars; M1), M-CSF
(white bars, M2) and GM-CSF plus conditioned media from ALL cells (grey bars; CM-M1). Data
represent the mean + SEM of 12 independent experiments. (B) Representative dot plots showing CD14

versus CD163 expression. Percentages of CD14* CD163" M@s, delimited by red gates, are shown.

(C,D) Real-time PCR quantification of mRNA levels in M@s differentiated from monocytes after 3
days of culture with GM-CSF, M-CSF and GM-CSF plus conditioned media from ALL cells. Relative
mRNA expression in (D) was calculated by dividing all individual data by the mean expression in M1

M@s. Results represent the mean + SEM of three to ten independent experiments. Asterisks represent
statistically significant differences between M1 and CM-M1 MUs (* p < 0.05 and *** p < 0.001; by
Mann-Whitney test).
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Figure 4. BMP4 overexpression in ALL cells potentiates their ability to generate M2-like Ms.
(A) Percentages of CD14* CD163* MUs generated from monocytes cultured for five days with
GM-CSF plus conditioned media from control (grey bars; CM-M1) and BMP4-transduced (white
bars; BMP/CM-M1) ALL cells. Data represent the mean + SEM of four independent experiments.
(B) Representative histograms showing CD163 expression in CM-M1 and BMP/CM-M1 MUs. (C,D)
Real-time PCR quantification of mRNA levels in MJs differentiated from monocytes after three days
of culture with GM-CSF plus conditioned media from control (grey bars) and BMP4-transduced (white
bars) ALL cells. Relative mRNA expression was calculated by dividing all individual data by the
mean expression in CM-M1 M@s. Results represent the mean + SEM of three to five independent
experiments. Asterisks represent statistically significant differences between CM-M1 and BMP/CM-M1
M@s (* p < 0.05 and ** p < 0.01; by Mann-Whitney test).

When compared to CM-M1 MUs, the gene expression analysis showed that BMP/CM-M1 MJs
also exhibited a less pro-inflammatory profile though with some enhanced pro-tumoural features
(Figure 4D). A 4-fold increment in IL-10 expression together with a reduced TNF-o expression led to a
remarkable further decrease in the TNF-o/IL-10 expression ratio (by about 80%) (Figure 4D). In addition,
the expression levels of CCL2 and IL-6 were upregulated (4- and 2-fold increases, respectively) in
comparison to CM-M1 Ms (Figure 4D).

4. Discussion

Immune evasion is a recognized hallmark of cancer, being the inhibition of the normal anti-tumour
functions of DCs and Ms one of the immunosuppressive mechanisms used by cancer cells to evade
immunity in solid as well as haematological malignancies.

Quantitative and qualitative alterations in DCs have been described to be a common feature
shared by different haematological tumours including chronic myeloid leukaemia [31], myelodysplastic
syndromes [32], acute myeloid leukaemia [33], multiple myeloma [34] or chronic lymphocytic
leukaemia [35]. Similarly, in B cell precursor ALL patients the levels of both conventional and
plasmacytoid DCs were reduced in blood as well as in bone marrow at diagnosis, and DC levels
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were related to the extent of the disease being lower in those patients with unfavourable prognostic
features [16,36,37]. Likewise, Zhou et al. have described an aberrant functionality of DCs in
adult B lineage ALL [38] and Mami et al. [37] were not able to generate CDla* myeloid or ILT3*
plasmacytoid DCs from circulating CD34* precursor cells of ALL patients, suggesting that DC
differentiation was altered in B cell precursor ALL. In support, our data provide evidence that DCs
differentiated from monocytes in the presence of ALL-derived soluble factors show an atypical
phenotype exhibiting features usually seen in tolerogenic DCs as well as immunosuppressive
tumour-associated DCs [7,39-41]. These characteristics include a low TNF-a/IL-10 expression ratio
and high expression of the immunosuppressive cytokine TGF-f3 and other cytokines (IL-6, IL-1f3),
chemokines (mainly CCL2, CCL5 and IL-8) and factors (the COX2 and ALDH1A enzymes involved in
biosynthesis of prostaglandins and retinoic acid, respectively, the pro-angiogenic factor VEGF, and the
protease MMP9 engaged in degradation and remodelling of extracellular matrix). All in combination
would contribute to impair the effector immune response, to favour monocyte recruitment and the
development of other cell types with immunosuppressive activity and to promote the growth, survival
and invasiveness of leukemic cells.

In haematological malignancies, as in solid tumours, MJs also infiltrate the tumour tissues
and many of these tumour-associated Ms are induced to differentiate to M2-like MJs exhibiting
pro-tumoural functions [9,42]. The frequency of CD163* M2-like MJs has been reported to be
notably increased in acute and chronic myeloid leukaemia [43,44], chronic lymphocytic leukaemia [45],
multiple myeloma [46] and also adult ALL [47]. In line with these data, our results show that soluble
factors derived from ALL blasts are able to skew the differentiation of monocytes cultured under
M1 conditions towards a M2-like phenotype. These MWs express CD163 and M2-specific markers
(increased expression of FOLR2 and MAF and reduced expression of ActA), and show an upregulated
expression of different factors that favour tumour progression (including, among others, IL-10, TGF-f3,
IL-6, IL-8, IDO1, COX2 and GAL-1).

The generation of immunosuppressive/tolerogenic DCs and M2 MJs has been proposed to be
induced by different tumour-mediated mechanisms such as hypoxia, endoplasmic reticulum stress,
and mainly exposition to several tumour-derived cytokines and growth factors [6,8,13,48]. In this
context, the components of the TGF-f3 superfamily, including the BMPs, have been extensively reported
to participate in multiple aspects of tumour biology including immune evasion [21,49-51] but the
relevance of BMP pathway in the origin and progression of leukaemias and lymphomas is now
beginning to be uncovered [24,52]. Our present data show that Nalm-6 ALL cells mainly secrete
BMP4, but not other BMP ligands previously reported to be involved in lymphoid malignancies [24,53].
In other ongoing studies, we also described the expression of BMP4 in primary ALL blasts obtained
at the time of diagnosis, and notably this BMP4 expression was significantly increased in ALL cells
derived from paediatric patients who later relapsed [54] (manuscript in preparation). In agreement
with our results, Gaynes et al. [25] reported an upregulated expression of BMP4 in ALL cells infiltrating
the central nervous system of transplanted NSG mice, in comparison to those leukemic cells located in
bone marrow. However, Tesfai et al. [26] only found a BMP2 overexpression when compared pre-B
ALL and CD34* cells.

We also point out that BMP4-containing CM from ALL cells impair the differentiation of DCs and
M@s from monocytes. The relevance of BMP4 is further supported by the results showing that BMP4
overexpression in ALL cells enhances the generation of immunosuppressive DCs which in addition
exhibit a higher pro-tumoural activity, revealed by an upregulated expression of the immunosuppressive
and tumour growth promoting factors TGF-f3, IL-6, IL-1f3, IL-8, IDO1 and MMP9, and a concomitant
reduced allostimulatory capacity. The involvement of BMP signalling in DC differentiation and
maturation has been previously reported by us and others [55,56]. BMP4-overexpressing ALL cells also
have the ability to generate MJs with a more marked M2-like phenotype and enhanced pro-tumoral
features evidenced by a lower TNF-o/IL-10 expression ratio and upregulated expression levels of CCL2
and IL-6. In this line, we have recently described that BMP4, produced by bladder cancer cells, induces
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monocyte differentiation toward a M2 phenotype, leading to the production of cytokines that favour
tumour progression [57]. Interestingly, the ability to induce M2 macrophage polarization seems to be
shared with other BMP ligands since BMP2 promotes the acquisition of a M2 phenotype during bone
regeneration [58] and BMP-7 treatment increases M2 differentiation and reduces inflammation and
plaque formation in atherosclerosis [59].

Together, our results indicate that BMP4 is an important ALL blast-derived soluble factor which
contribute to switch the differentiation of monocyte-derived DCs from an immunostimulatory to an
immunosuppressive state, and to promote the polarization of MJs to a pro-tumoural phenotype.
Future work could focus on the blockade of BMP4 secretion by ALL cells which could help, in
those patients who relapse, to control leukaemia progression by counteracting the development of a
pro-tumour immune microenvironment.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4409/8/7/722/s1,
Figure S1: Phenotypic analysis of DCs and Ms differentiated in the absence or presence of conditioned media
from ALL cells, Figure S2: Representative histograms showing the allostimulatory capacity of DCs differentiated
in the absence or presence of conditioned media from ALL cells, Figure S3: Conditioned media from different ALL
cell lines alter the differentiation of DCs and MJs.
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Abstract

Fibroblastic reticular cells (FRCs) are essential players during adaptive immune responses not only as a structural support
for the encounter of antigen-presenting cells and naive T lymphocytes but also as a source of modulatory signals. However,
little is known about this cell population in humans. To address the phenotypical and functional analysis of human FRCs
here we established splenic (SP) and mesenteric lymph node (LN) CD45 CD31 CD90*podoplanin* myofibroblastic cell
cultures. They shared the phenotypical characteristics distinctive of FRCs, including the expression of immunomodulatory
factors and peripheral tissue antigens. Nevertheless, human FRCs also showed particular features, some differing from mouse
FRCs, like the lack of nitric oxide synthase (INOS2) expression after interferon (IFN)ystimulation. Interestingly, SP-FRCs
expressed higher levels of interleukin (IL)-6, BMP4, CCL2, CXCL12 and Notch molecules, and strongly adapted their
functional profile to lipopolysaccharide (LLPS), polyinosinic:polycytidylic acid (Poly I:C) and IFNYy stimulation. In con-
trast, we found higher expression of transforming growth factor (TGF) and Activin A in LN-FRCs that barely responded
via Toll-Like Receptor (TLR)3 and constitutively expressed retinaldehyde dehydrogenase 1 enzyme, absent in SP-FRCs.
This study reveals human FRCs can be valuable models to increase our knowledge about the physiology of human sec-

ondary lymphoid organs in health and disease and to explore the therapeutic options of FRCs.

Key Words: human fibroblastic reticular cells, immunomodulation, lymph node, spleen

Introduction

Immunomodulation is a complex task but also a potent
and versatile therapeutic strategy. We are taking part
in a new era, where cell therapies based on the inoc-
ulation of modified and/or in virro expanded cell
populations are designed to redirect immune func-
tion to fight against cancer and pathogens, restore
immunotolerance or promote wound healing and tissue
regeneration.

Fibroblastic reticular cells (FRCs) are a mesen-
chymal cell lineage, related to mesenchymal stromal
cells (MSCs), tissue fibroblasts or type B synoviocytes.
They present specific features imprinted during
the ontogeny of secondary lymphoid organs (SLO)
[1]. FRCs build up a tridimensional network that

supports and guides the encounter of leukocyte popu-
lations and antigens in SLO [2]. However, FRCs are
also important immune players with multipurpose
functions. They, for example, participate in peripheral
tolerance [3,4] and restrain T-cell responses [5-8] but
also produce factors that favor T-cell survival and
priming [1,9], B-cell homeostasis [10—12] and define
the configuration of leukocyte populations attracted
to and retained in SLO [13,14]. A recent study has
shown in mice that ex vivo expanded allogenic FRCs
significantly increased survival after septicemia or
sepsis, where MSC treatment fails [15]. Hence a single
intraperitoneal dose of FRC has a systemic effect de-
pendent on nitric oxide synthase (NOS2) activity in
FRCs, which attenuates septic cytokine storm, and
reduces bacteremia [15].
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In spite of this masterful and valuable role of FRCs
organizing immune responses, these cells are the for-
gotten cell population in human immunotherapy.
Although stromal cell lines derived from human spleen
[16,17] and tonsils [18] have been obtained, only one
recent study focused on developing strategies to obtain
and properly define human FRCs from lymph node
(LN), but the investigators did not further characterize
their immune features [19]. Our knowledge about
FRC:s is, therefore, largely based on data obtained in
mice but we cannot merely extrapolate results ob-
tained in the murine model to humans.

In the present work, we used a simple and repro-
ducible strategy to obtain human FRCs from spleen
(SP-FRCs) and LN (ILN-FRCs). Their phenotypic
characterization reveals that they share basic fea-
tures with their murine equivalents but they also show
important differences. Interestingly, although they
were in vitro expanded cells, SP-FRCs and LN-
FRCs were different, suggesting they indeed are two
distinct FRC lineages epigenetically sustained that
maintain their peculiarities outside organ cues. The
functional and phenotypical features of SP-FRCs
suggest that they play a key role as innate sentinels
of blood-borne pathogens and in the establishment of
the specific microenvironment that supports the ho-
meostasis of splenic myeloid populations. Although to
a lesser extent, LN-FRCs may serve also as pathogen-
sensing cells. Also, certain characteristics of LLN-
FRCs, such us induction of HLA-DR and higher
expression peripheral tissue—restricted antigens, suggest
a tight relationship with T cells.

Material and methods
Human FRC cultures

Human spleen and mesenteric LN tissues were ob-
tained from both male and female brain-dead organ
donors, with informed consent from next of kin
through the Transplant Coordination Unit, Hospital
Clinico San Carlos (Madrid, Spain). The study was
conducted in accordance with the ethical principles
of the Declaration of Helsinki and was reviewed and
approved by the Ethics Committee of the Hospital
Clinico San Carlos and of our university (Complutense
University of Madrid).

To obtain SP-FRC cultures, spleen fragments were
dissected and all capsule tissue and bigger trabecu-
lae were removed. Tissue homogenates were obtained
by mechanical disruption using a sterile glass potter.
After erythrocytes were lysed, the homogenate was en-
riched in smaller fragments and aggregates by two
consecutive centrifugations at low speed. Then, they
were gently disaggregated with needles and cultured
in 15% fetal calf serum (FCS; Gibco, Thermo Fisher
Scientific) RPMI 1640 medium supplemented with

100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin,
2 mmol/LL L-glutamine and 1 mmol/L. pyruvate (all
from Lonza), referred to as RPMI-complete medium.
Plates were washed after 5-7 days to remove frag-
ments and non-adherent. When the adherent cell layer
was 70%—-80% confluent, cells were gently trypsinized
and cultured at 1:3 split for up to three passages, to
ensure that all contaminating hematopoietic cells had
been totally washed out of the flask before extensive
characterization. Then, cells were frozen in FCS-10%
dimethyl sulfoxide (DMSO) at —80°C until use.

LN-FRCs were obtained as described above but
culturing complete cell suspensions.

All studies described in this report were per-
formed on cells between three and eight passages.

FRC sumulation

In this study, 5 X 10* FRCs were plated on 6-well plates
with 2 mL of RPMI-complete medium and allowed to
adhere and grow. When the layer was 70%—-80% con-
fluent, FRCs were stimulated with IFNYy (10 ng/mL),
LPS (100 ng/mL) or polyinosinic:polycytidylic acid
(Poly I:C; 12.5 pg/mL) (all from Invitrogen) for 6 h for
messenger RNA (mRNA) expression, and for 48 h
for flow cytometry and tryptophan and kynurenine
determination.

FRC T-cell co-culture

In this study, 20 x 10> SP-FRCs or 10 x 10> LN-
FRCs/well were seeded on 24-well plate coated with
anti-human CD3 (10 ug/mL) (Biolegend) and allowed
to adhere overnight. Then medium was removed and
naive CD4* T cells, isolated as described [20], were
added at a 1:20 of FRC/T=cell ratio in 10% FCS
RPMI-complete medium containing soluble anti-
human CD28 (4 ug/mL) (Biolegend). For transwell
co-cultures, after the overnight adhesion of FRCs in
the lower chamber, isolated naive CD4" T cells were
added on the CD3 pre-coated transwell inserts (pore
size 0.4 um, Corning, Lonza).

FACS analysis

The following monoclonal antibodies conjugated with
Alexa 488, fluorescein isotiocyanate, phycoerythrin,
phycoerythrin cyanin 5.5, Alexa 647 or allophycocyanin
were used for flow cytometric analysis: CD40 (5C3),
CD80 (1.307.4), CD44 (G44-26), CD45 (2DI), CD31
(M89D3), CD29 (MAR4) (BD Biosciences); HLA-
ABC (W6/32), HLA-DR (L.243), CD86 (IT2.2),
CD90 (5E10), CXCR4 (12G5), CD273/PD-L.2
(24F.10C12), CD274/PD-L1 (29E.2A3) and CD54
(HCD54) (Biolegend). Immunofluorescence stain-
ing was performed by incubating the cells in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 5 mmol/LL
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ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 1% FCS
in the presence of saturating amounts of fluorochrome-
conjugated antibodies for 30 min at 4°C. To avoid the
binding of antibodies to the Fc receptor, cells were
pre-incubated for 5 min at 4°C with FcR Blocking
Reagent, according to the supplier’s instructions
(Miltenyi Biotec). Staining with purified monoclo-
nal anti-LT-BR (31G4D8) (Biolegend) or polyclonal
anti-Podoplanin (PDPN) (FL-162) (Santa Cruz Bio-
technology) antibodies was followed by incubation
with fluorochrome-conjugated, multiadsorbed f(ab’)2
fragments of donkey anti-mouse or anti-rabbit im-
munoglobulin (Ig)G (Jackson ImmunoResearch
Laboratories). The cells were fixated with CellFix
solution (BD Biosciences) prior to flow cytometry anal-
ysis. For the intracellular staining, and according to
the manufacturer’s instructions, cells were treated with
Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for
20 min at 4°C, washed with Perm/Wash buffer (BD
Biosciences) and stained with monoclonal SMA
(EPR5368) (Millipore), followed by fluorochrome-
conjugated, multiadsorbed F(ab’)2 fragments of
anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Labora-
tories), all diluted in Perm/Wash buffer. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer
(BD Biosciences) from the Centro de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia (Complutense
University, Madrid, Spain).

Real-time quantitative reverse transcription PCR

RNA isolation was performed using Absolutely RNA
Microprep kit (Stratagene), including a DNase I di-
gestion step, as recommended by the supplier, to avoid
genomic DNA contamination. Total complementary
DNA (cDNA) was synthesized using High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applyed Biosystems,
Thermo Fisher Scientific), according to the suppli-
er’s instructions, and then used as target in the PCR
amplifications.

Real-time PCR was performed using specific pre-
designed TagMan Gene expression assays for different
genes (Supplementary Table S1), all of them obtained
from Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific).
GNB2L1 was used as endogenous control. All PCR
reactions were set in duplicates using the TagMan
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific) according to the manufac-
turer’s instructions. Amplifications, detections and
analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-
time PCR System (Centro de Gendémica, Complutense
University, Madrid, Spain). The ACt method was
used for normalization to GNB2L1. Hence, the ex-
pression of each target gene was calculated as
2(CtGNB2LL - Crtarget gene) gy 1 grbitrary unit corresponds
to a ACt value of -10. Fold-change expression was then

calculated as the ratio between the expression in treated
versus intra-individual control cells.

RKynurenine and tryptophan quantification by high
pressure liquid chromatography

Tryptophan and Kynurenine were quantified by reverse
phase high pressure liquid chromatography (HPLC).
All cell supernatants were deproteinized with
trichloroacetic acid treatment before analysis. Kyn-
urenine concentration was measured recording
ultraviolet (UV) absorbance at a wavelength of 360 nm
using a HPLC-UV-system (Spectra-Physics (SP8800
HPLC pump, SP100 UV absorbance detector and
SP4400 computing integrator from Thermo Electron
Corporation). Tryptophan emission fluorescence at
366 nm, after excitation at 286, was detected using
a HPLC-Fluorescence-Spectra System (P2000
HPLC pump, SCM1000 Vacuum Membrane Solvent
Degasser, F1.3000 fluorescence detector, Thermo
Electron Corporation). In both cases, stationary
phase was Spherisorb ODS2 C18 columns 5 |
(25 mm x 4.6 mm internal diameter) (Waters). The
eluent was 5% CH3CN in 15 mmol/L acetate buffer,
ph 4.00 (Panreac AppliChem) and elution flow was
set at 1 mL/min. For quantification, the peak area
of each sample injected was compared with stan-
dard curves (r¥* = 0.99), obtained in parallel, using
ChromQuest™ 4.4 software (Thermo).

Statistical analyses

All values reported in the figures are given as
mean * standard error of the mean (SEM). Mann-
Whitney test was used to compare differences.
Statistical analysis was performed using Statgraphics
Centurion XVI. Values of P < 0.05 (¥), P<0.01 (*%)
or P<0.001 (***) were considered to be statistically
significant.

Results

Human LN and SP-FRCs share basic phenotypic
characteristics with murine FRCs

To analyse the functional characteristics of human
FRCs, we established cell cultures from mesenteric
LNs and spleen. We characterized LN-FRC cultures
from four donors and SP-FRC cultures from six donors
that were grown up to eight passages. All the cell cul-
tures derived from the same organ showed similar
phenotypic characteristics.

Since the first passage, the adherent cells grew in
monolayer and exhibited fibroblastic morphological
features that were distinct depending on their origin.
LN-FRCs were larger, with a fusiform shape featuring
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SPLEEN

Figure 1. FRCs form a cell network after cell-to-cell interaction with activated T cells. (A—D) Phase-contrast images showing differences
in morphological features of SP- (A, C) and LN- (B, D) FRCs maintained under standard cell culture conditions. (E-F) Changes in FRC
expansion and organization after 5 days of co-culture with CD3—CD28 activated T cells at a 1:20 FRC:T=cell ratio. Phase-contrast mi-
crographs of SP (E, G) and LN (F, H) FRCs cultured in the absence (E, F) or presence (G, H) of activated T cells. Scale bar is 200 um

in A-D images and 100 pm in E-H images.

long extensions (Figure 1B and D and Supplemental
Figure S1), whereas splenic cells grew in groups and
were rich in lamellopodia (Figure 1A and C and
Supplemental Figure S1).When these cells where co-
cultured at low ratios with CD3- to CD28-stimulated
T lymphocytes, FRCs restrained their proliferation and
did not reach cell confluence, organizing themselves
as reticular networks displaying a star-like shape
and by intertwining long cell projections (Figure 1E
and H).When FRCs and activated T cells were cultured

in transwell plates, separated by a porous membrane,
FRCs’ morphology and proliferation were barely
affected, suggesting the importance of cell-to-cell
contact (data not shown).

Flow cytometry characterization showed that,
from the third passage, all cell cultures were non-
hematopoietic (CD457), non-endothelial (CD31~
[PECAM1]), myofibroblastic (CD90*CD29* vimentin®
smooth muscle o-actin [SMA]*) and podoplanin
positive (PDPN") cells (Figure 2A and Supplemental
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Figure 2. Phenotypic characterization of FRCs. (A) FRCs derived from human spleen (left panels) and LN (right panels) from passage
3-6 were analyzed using flow cytometry. The forward and side light scatter properties (FSC-SSC, upper dot plot) and expression of the
indicated molecules (open histograms) are depicted. Gray-filled histograms represent isotype control staining. A representative experi-
ment out of four is shown. (B) Transcripts for ACTA2 (coding for SMA), PECAMI1 (coding for CD31), PDNP, PDGFRf and JAM-3
were determined using real-time PCR in SP-FRCs (gray bars) and LN-FRCs (white bars). GNB2L1 was used as endogenous control.
Bars depict the mean = SEM and represent 3-5 independent experiments run in duplicate from at least three cell cultures from different

donors. ND, not detected. *P < 0.05 using Mann-Whitney test.

Figure S1).The expression of podoplanin, confirmed
by quantitative polymerase chain reaction (QPCR),
was detected in higher levels on LN-FRCs (Figure 2B).
These features agreed with the specific phenotype
described for ex vivo isolated FRCs in mice [5,19] and
humans [19]. FRCs showed strong expression of
CD44, a multifunctional adhesion molecule, and lower
levels of CD54 (intercellular adhesion molecule-1,
ICAM1). Lymphotoxin beta receptor (LTPBR) and
CXCR4, implicated in FRC homeostasis [21,22], were
also constitutively expressed. Interestingly, we found
a small and constant CXCR4" subpopulation in both
types of FRCs (Figure 2A). qPCR analysis also
demonstrated the expression of the receptor for
platelet-derived growth factor (PDGFRp) largely
responsible for myofibroblast proliferation [23], and

of junctional adhesion molecule-3 (JAM-3), a member
of a family of transmembrane proteins that forms
part of tight junctions. Signalling through this adhe-
sion molecule has been recently described to control
CXCLI12 and CCL21 chemokine secretion in murine
FRCs [24] (Figure 2B).

Constitutive expression of immunomodulatory factors in
human FRCs

Further analysis of the transcription profile of
FRCs allowed a better knowledge of their functional
capabilities (Figure 3). We found transcripts for trophic
molecules such as granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), FMS-like tyrosine kinase
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Figure 3. Expression of immunomodulatory molecules in human FRCs. Real-time reverse transcription PCR was performed to analyze
the expression of the indicated genes in FRCs derived from spleen (gray bars) and LN (white bars) under basal conditions. (A) Cytokines,
(B) BMP ligands and activin A (INHBA), (C) Chemokines, (D) Notch receptors and ligands and (E) Toll-like receptors (TLR) mRNA
expression are shown as mean £ SEM of 3-5 independent experiments run in duplicate from at least three cell cultures from different
donors. GNB2L1 was used as endogenous control. ND, not detected. Low values are indicated. *P < 0.05 and **P < 0.01 using Mann-

Whitney test.

3 ligand, stem cell factor, vascular endothelial growth
factor A and interleukin (IL)-7 while IL-10 was not
expressed. The transcription of both IL-15 and IL-
15 receptor alpha (IL15RA) suggests their ability of
induce an efficient IL-15-mediated signal as was de-
scribed in human spleen—derived fibroblastic cells [17].
FRCs produced high levels of transcripts encoding
the two important pleiotropic immunomodulatory
signals transforming growth factor (TGF)f and
IL-6, yet SP-FRCs expressed less TGFP and more
IL-6 than LLN-derived cells. A priori, they could be
considered, respectively, pro-inflammatory and
anti-inflammatory signals. However, TGFp is a pow-
erful cytodifferentiating factor for myofibroblast [23]
and necessary for Th17 polarization [25], whereas IL.-6
can also promote the development of immunosup-
pressive myeloid populations [26]. IL-1 was also
detected but at quite lower levels, almost undetect-
able in SP-FRCs. Other members of the TGFf
superfamily, BMP2, BMP4, BMP6 and Activin A
(INHBA) transcripts, were expressed in FRCs. Of
note, splenic cells produce high levels of BMP4,
whereas in LN-derived cells Activin A was strongly
transcribed (Figure 3B).

Under steady state, FRCs did not expressed the
chemokines CCL1, CCL3, CCL4, CCL5, XCL1 and
CXCLI10 but contained transcripts for CCL2 and
CXCL12 (Figure 3C). It is remarkable that SP-
FRC expressed two-fold CCL2 and eight times as
much CXCL12 than LN-FRCs. We were neither able
to detect transcripts for CXCL13, whose expression
is restricted to follicular dendritic cells and marginal
reticular cells, nor CCL19 and CC21, both associated
with T-cell areas. Nonetheless, 48 h of co-culture with
T cells was sufficient to induce the transcriptions of
CCL19 in LN- and SP-FRCs, whereas CCL21 and
CXCL13 remained undetectable (not depicted).

Notch receptors and ligands conform to an ancient
cell-to-cell signalling pathway that defines cellular
niches in lymphoid tissues regulating immunity [27].
Furthermore, expression of Delta like canonical
Notch ligand 1 (DLL1) and Delta like canonical
Notch ligand 4 (DLL4) in CCL19 + FRCs is key in
the contribution of Notch-mediated signals instruct-
ing hematopoietic lineages within the regional
compartments of SLOs [28]. This study shows that
DLL1-expressing fibroblastic cells drive the differen-
tiation of MZ B cells and MZ Esam + dendritic cells
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(DCs) in the spleen while DILL4 is the essential ligand
required for the differentiation of follicular helper T
cells in the LN [28]. However, our results showed that
human FRCs presented a higher transcription of Notch
receptors than their ligands (Figure 3D), although this
could reflect the higher turnover of Notch receptors
as a consequence of y-secretase activity during sig-
nalling. Notch-4 expression was restricted to SP-
FRCs, which also showed four-fold more Notchl and
Notch3 transcripts than LN-FRCs. Splenic cells also
expressed more Jagged 2, DLL1 and DLI4 ligands
than LN-FRCs, although Jagged 1 was, in any case,
the most transcribed. These important differences
found in the pattern of expression of Notch mol-
ecules in LN- and SP-FRCs suggest that they may
support functionally different niches and that they
would also differ in their response after contacting with
Notch-ligand—expressing leukocyte populations.

Pro-inflammatory response of FRCs to innate and
adaptive immune signals

In steady state, FRCs produced transcripts for most
Toll-Like Receptors (TLR) (Figure 3E), which quali-
fies them as sentinels of an innate immune system.
TLRA4, a sensor of bacterial lipopolysaccharide (LPS)
and cell damage—associated molecular patterns, showed
the highest expression in both SP- and LN-FRCs. We
also found that the expression of TLLR3, which is ac-
tivated by doubled-stranded RNA, detecting viral
infections, was more than ten-fold higher in splenic
cells than in LN-FRCs.

To ascertain whether human FRCs could
actually respond to pathogen threat and adapt their
characteristics to infection, we analysed the effect of
LPS or Poly I:C treatments on the expression of
immunomodulatory molecules in FRCs. To compare
the responses to innate and adaptive signals, we
also included IFNY treatment as a typical cytokine
produced by stimulated T cells.

As shown in Figure 4, after 6 h in the presence of
these inflammatory stimuli, the changes in the tran-
scription profile of FRCs were noticeable. TLR4
stimulation modified the expression of a wide array
of immunomodulatory genes, which would promote
the recruitment and stimulation of most leukocyte
populations. Although the response was stronger in
the splenic cells, both types of FRCs sharply in-
creased the production of CCL2 transcripts and began
to express CCL3, CCL4, CCL5 and CXCL10 in re-
sponse to LPS (Figure 4A). Moreover, this stimulus
drastically induced GM-CSF transcription, and also
augmented significantly M-CSF, IL-6, IL-15 and
IL-15RA production (Figure 4B).

The response of SP-FRCs via TLR3 was similar
to the above described to LPS but unable to induce

the expression of two important factors such are GM-
CSF and M-CSF. In contrast, according to the lower
expression of TILR3 found in LN-FRCs, Poly I:C treat-
ment merely increased the transcripts for CXCL10
in these cells reducing also the transcription of M-CSF.

IFNY stimulation has a more reduced effect on
FRCs than pathogen threats. It exclusively increased
the transcription of IL-15, IL-15RA, CCL2 and
CXCL10 in SP-FRCs but not in LN-FRCs, which
were only induced to overexpress vascular endothelial
growth factor A. However, in these cells the amounts
of CXCL12 and TGFp transcripts were reduced after
any of the assayed stimuli.

We further assessed the effect of these inflamma-
tory signals on the expression of cell membrane
immunomodulatory molecules. Flow cytometry anal-
ysis showed that, under steady state, FRCs hardly
expressed the co-stimulatory molecules CD40, CD80
and CD86. Furthermore, their levels did not change
after 48 h of culture neither in the presence of TLR
stimuli nor in response to IFNYy (data not shown). In-
terestingly, the expression of classic HLLA class I
antigens increased in these conditions and, exclu-
sively LN-FRCs began to express detectable levels of
surface HLLA class II molecules in response to IFNy
(Figure 4C).

FRCs also activate immunosuppressive pathways in
response to inflammatory signals

Duration and strength of T-cell expansion during the
acute immune response is finely regulated in SLO by
immunosuppressive mechanisms to reach a balance
between effectiveness and tissue damage. Among them,
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), which mediates
tryptophan (Trp) degradation and the synthesis of its
immunomodulatory metabolites [29], and Arginase 1
(ARG1), which metabolizes L-arginine to L-ornithine
and urea [30], can both limit the expansion of patho-
gens and suppress T-cell responses independently of
antigen specificity. Our results showed that short-
time (6 h) exposure to IFNYy induced in human FRCs
the expression of transcripts for IDO1 (Figure 5A) but
not for IDO2 nor ARG1 (not depicted). We wanted
to confirm IDO enzymatic activity by quantification
of Trp and Kynurenine metabolites in supernatants
using HPLC. We found a sharp reduction on Trp
concentration in 48-h IFNy-treated cultures, which
evidenced its Trp catabolism in these cultures. IDO
activity was further confirmed by a remarkable in-
crease in kynurenine production only in IFNYy-
treated FRCs (Figure 5B and C).

We next tested using JPCR the expression in FRCs
of another two typically inducible enzyme activities,
Cyclooxygenase 2 (COX2) and NOS2. COX2, the
rate-limiting enzyme for the synthesis of prostanoids,
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Figure 4. Regulation of immunomodulatory molecules in FRC lines in response to inflammatory signals. Semi-confluent SP- and LN-FRCs
were cultured during 6 h in media alone (CTRL) or in the presence of IFNy (10 ng/mL) or LPS (100 ng/mL) or Poly I:C (12.5 mg/mL).
The expression of transcripts for cytokines (A) and chemokines (B) was determined using quantitative PCR. Data show the fold-change rel-
ative to individual control values (dotted line; set as 1) except for CCL3, CCL4, CCL5 and CXCLI10 that are represented in absolute terms,
as arbitrary units, because at least in one experiment, the expression in control cells was undetectable. GNB2L1 was used as endogenous
control. Bars represent the mean = SEM of 34 independent experiments. ND, not detected. Low values are indicated. *P < 0.05 and **P < 0.01
using Mann-Whitney test. (C) Flow cytometry analysis of the expression of HILA molecules on FRCs cultured during 48 h in the presence
of the indicated stimuli (open histograms). The total mean fluorescence intensity (MFI) and background fluorescence (gray filled) are shown
in each histogram. Data are representative of three independent experiments performed with three cell cultures from different donors.
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Figure 5. Induction of immunosuppressive mechanisms by inflammatory stimuli in FRCs. Spleen or LN FRCs were cultured in media
alone (CTRL) or in the presence of IFNYy, LPS or Poly I:C during 6 h (A, D, E and F) or 48 h (B, C and G). (A, D, E and F) The ex-
pression of the indicated genes was determined using qPCR. GNB2L1 was used as endogenous control. Mean + SEM of 3-5 independent
experiments run in duplicate from at least three cell cultures from different donors are shown. ND, not detected. Low values are indi-
cated. ##P < 0.01, significance of LN-FRCs to SP-FRCs under control conditions; *P < 0.05 and **P < 0.01, significance of stimulated
to CTRL cells (both using Mann-Whitney test). (B and C) The concentrations of tryptophan (B) and kynurenine (C) in cell-free and
protein-depleted culture supernatants were quantified using HPL.C. Data represent one of two independent experiments with similar results.
ND, not detected. (G) Expression of PDL1 and PDL2 (open histograms) was determined using flow cytometry. The total MIF and the
background staining (gray histograms) are shown in each histogram. Data are representative of three independent experiments.

was constitutively expressed in human FRCs. LN-
FRCs produced twice as many transcripts as splenic
cells but only SP-FRCs increased its transcription,
after stimulation with IFNYy or LPS (Figure 5D). In
mice, the inhibitory effect exerted by FRCs onT cells
is mediated by NO production [5,6,8]. In contrast,
human FRCs did not express NOS2 in response to
any of the stimuli assayed even after 48 h of culture
(not depicted). Neither the synergistic action of
IFNYy and TNFa nor the direct contact with activated
T cells were able to induce either the transcription of

NOS2 or detection of NO in culture supernatants
(not depicted).

Among the plethora of immunosuppressive signals,
soluble Galectin-1 (LGALS1) affects a wide variety
of cells by diverse mechanisms, reversing the clinical
symptoms of autoimmune and chronic inflamma-
tion in mice [31]. We found that FRCs constitutively
expressed this galectin and that its expression was
up-regulated in LN-derived cells in response to
IFNy or LPS, but remained yet in levels similar to
those found in SP-FRCs (Figure 5E). Of note, we also
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tested the ability of human FRCs to produce the
immunosuppressor cytokine IL-10 but found that none
of the stimuli used in this study was able to induce
its expression.

Retinoic acid (RA) is synthetized by certain
immune populations, linking environmental cues to
immune response and cell fate [32]. The role of this
vitamin A metabolite is of special relevance in the
intestine where it is crucial to generate gut-homing
T cells [33], influencing also in the balance between
effector and regulatory T-cell differentiation [34]. The
tissue-restricted production of RA is mediated by the
expression of cell-specific retinaldehyde dehydroge-
nases (RALDHSs) [32], demonstrated in the stroma
of mesenteric LNs but absent in skin draining ILNs
in mice [33]. Interesting only FRCs derived from mes-
enteric LNs constitutively expressed retinaldehyde
dehydrogenase 1 that remains invariant in response
to inflammatory stimuli (Figure 5F). This suggests that
these cells maintain their specific organ identity. Future
experiments would help in determining their efficien-
cy to direct the expression of CCR9 and 047 integrin
on stimulated T cells.

Flow cytometry analyses demonstrated that FRCs
expressed Programed Death 1 (PD-1) ligands, PD-L.1
and PD-L2, which can function as potent co-inhibitory
signals on T cells [35]. SP-FRCs presented on their
membrane higher levels of PD-1 ligands than LN-
FRCs and only IFNYy and Poly I:C promoted its
increase (Figure 5G). In addition, whereas they re-
mained lower in LN-FRCs after stimulation via TLR,
again IFNYy was more effective at inducing the ex-
pression of inhibitory signals.

Human FRCs express deformed epidermal
autoregulatory factor 1 and peripheral
tissue—restricted antigens

Thymic stroma drives the deletion of a great propor-
tion of autoreactive T cells and controls the
differentiation of natural regulatory T cells. However,
peripheral selection of autoreactive clones that escape
intrathymic selection is essential for tolerance to pe-
ripheral tissue—restricted antigens (PTA) [36]. This
mission is achieved in murine LN, where FRCs express
deformed epidermal autoregulatory factor 1 (Deafl)
[4,37].This Aire-like transcription factor mediates the
ectopic expression of PTAs that are relevant in auto-
immunity. FRCs are able to present PTAs to CD8"T
lymphocytes directly deleting self-reactive clones [3,4].
Our results demonstrated that, as in mice, human FRCs
expressed DEAF-1, whereas AIRE was at the limits
of detection (Figure 6A).We also detected relevant levels
of transcripts encoding for insulin (INS), higher in LN~
FRCs, and the product of differentiated melanocytes,
D-dopachrome tautomerase (DDT) enzyme. On the
contrary, thyroglobulin (T'G), considered a prototype
of hidden self-antigen but expressed in the human
thymus [38], was absent in FRCs (Figure 6B).

Discussion

The analysis of FRCs derived from human spleen and
mesenteric LN reveals that these cell populations
present similar, but not identical, phenotypic and
immunomodulatory features to those described in
animal models. However, although FRCs are main-
tained in vitro, without the influence of organ-specific
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cues, FRCs derived from spleen and LN show dis-
tinct morphological and phenotypic features suggesting
that specific epigenetic information would largely
sustain their linage identity. Nonetheless, our results
confirm the requirement of a signaling interplay
between FRCs and their cellular environment for
their terminal differentiation and functional special-
ization. Thus, human FRCs lack CCL19 and CCL21
expression but they restart the transcription of the
former after co-culture with T cells. Immortalized
murine FRCs also lose the capacity to secrete
these chemokines [39,40] and in vivo experiments
demonstrate that T-cell area FRCs require LTBR
signaling for CCL19 expression while fluid flow is
the unique requisite for CCL21 transcription [41].
Consequently, although we can tentatively propose
that FRCs belong to a particular subpopulation, they
probably may present a functional plasticity regu-
lated by the cross-talk with other leukocytes or stromal
cell populations.

Remarkable is the dramatic change in FRC mor-
phology observed after the contact with stimulated T
cells, organizing themselves in an open reticulum that
reminds the network found . vivo in SLO. The culture
of murine FRCs in matrix gels favors their spread-
ing and the extension of protrusions, with PDPN as
a critical regulator of the FRC cytoskeleton. There is
no known PDPN ligand expressed on T lympho-
cytes but these cells, particularly activated T cells,
express the membrane anchored lymphotoxin
heterotrimer [42,43] that is required for the termi-
nal differentiation of FRCs. Indeed, Katakai ez al. [40]
showed that simultaneous stimulation through
tumor necrosis factor receptor (TNFR) and LTBR
was enough to induce the organization of a network
by murine FRC lines.

Spleen protects the body against blood-borne
pathogens. Splenectomized patients are more prone
to develop sepsis, pneumonia and meningitis [44], but
splenectomy might also dampen systemic inflamma-
tion after trauma [45]. The functional characteristics
of human SP-FRCs indicate that they take a rele-
vant part of this immune sentinel role. They are more
disposed to respond to pathogen threats than LN-
FRCs, and their pro-inflammatory responses to LPS
or Poly I:C are more robust. However, the mesen-
teric origin of LN-FRCs could explain part of the
differences observed, associated with gut immunity.
In mice, FRCs from mesenteric LN show lower ex-
pression of several cytokines, including IL-6 and IL-7,
than those from skin draining LLNs [1,19], whereas
among the short list of genes up-regulated stand out
those involved in the RA metabolism or those up-
regulated by RA [19]. In consonance, human
mesenteric LN-FRCs express retinaldehyde dehydro-
genase 1 enzyme, which is indicative of the capacity

to synthetize RA. Probably also in agreement with
their mesenteric origin, the autoantigen INS was
up-regulated, although the expression of DEAF1 was
similar to SP-FRCs. The clinical relevance of PTA
expression in SLO was recently demonstrated [37].
Pancreatic LNs from type 1 diabetic patients lack INS
expression, which correlates with the up-regulation of
a dysfunctional isoform of DEAF-1.

BMP4 and Activin A, members of TGF super-
family, are also differentially expressed in SP- and ILN-
FRCs. Both molecules have an immunomodulatory
role, and DCs [46,47] and T lymphocytes [20,48-50]
are among their target cells. Activin A, expressed at
higher levels in LN-FRCs, has different effects de-
pending on the cellular and cytokine context. It drives
follicular helper T-cell differentiation [48] and synergizes
with TGFp1 favoring Th17 polarization [50] or the
induction of peripheral regulatory T cells [49]. On the
other hand, BMP4, expressed at important levels in
SP-FRCs, is implicated in the homeostasis of naive
T cells [20], and its expression is up-regulated in the
murine spleen during acute anemia promoting the ex-
pansion of a particular population of resident stress
erythroid progenitors [51]. Supporting a role for FRCs
in this process, hypoxia induces BMP4 expression
in murine splenic fibroblastic stromal cells [52]. Al-
though this issue has not been reported in humans
yet, the expression of BMP4, CXCL12 and stem cell
factor by SP-FRCs points to a possible role for human
FRCs regulating splenic extramedullary hematopoiesis.

Myeloid populations in LN and spleen are essen-
tially different. Splenic stroma must provide particular
niches that control their homeostasis. SP-FRCs express
constitutively M-CSF, a survival and differentiation
factor for monocytes and macrophages and two- fold
as much CCL2 as LN-FRCs, an important chemokine
for monocyte recruitment. Spleen hosts a reservoir
of bona fide monocytes in the red pulp that outnum-
bers their equivalents in circulation that are mobilized
to the bloodstream after acute injury and a fraction
of these egressed monocytes contributes to wound
healing [53]. However, paradoxically CCR2” mice
have normal numbers of monocytes in the spleen [53].
Instead, the increment of CCL2 production in the
spleen of tumor-bearing mice is necessary for the ac-
cumulation of myeloid cells in the MZ where cross-
present tumor Ag and tolerize CD8* T lymphocytes
[54]. Trauma [55] and sepsis [56] also trigger the
accumulation of this immunosuppressive population
in mouse spleen. Furthermore, from the spleen also
egress myeloid cells that contribute to the tumor-
associated macrophage (TAM) population [57].
Interestingly, SP-FRCs respond to stimulation via
TLR4, increasing drastically the transcription, among
others, of CCL.2, CCL5, CXCL10, GM-CSF, M-CSF,
IL-1B3, IL-6 and IL-15/IL-15Ra without reducing
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TGFB or LGALS1, while increasing concomitantly
COX2 transcription. Together, this would result in a
signaling milieu that may promote the recruitment
of monocytes and myeloid progenitors that could
differentiate in the spleen in this new context. Future
experiments with FRCs would help in a better un-
derstanding of how cancer and inflammation can
promote the production of tolerogenic myeloid popu-
lations in the spleen.

After IFNYy stimulation, IDO1 activity is strongly
up-regulated in human FRCs and consequently tryp-
tophan availability decreases, which would hamper the
proliferation of cancer cells. However, immune function
is also sensitive to Trp scarcity and Trp metabolites,
favoring tolerance [29]. Under normal circumstances,
IDO activity should only occur in FRCs when T-cell
activation has been achieved, and then it would
attempt to control the immune responses. In humans,
IDO1 expression is also found in cancer cells and
cancer-associated stromal cells, however, tumor-
draining ILN's do not seem to differ in the number or
the nature of IDO1-expressing cells [58], suggesting
that cancer cells do not induce the expression of
IDOL1 in FRCs.

NO release is the main mechanism exerted by
murine FRCs to suppress T-cell responses [5,6,8].
Moreover, in a model of sepsis, the pro-survival effect
of FRC therapy is completely dependent on their
NOS2 expression [15], suggesting a pleiotropic role
for released NO. In contrast, our results indicate that
human FRCs do not up-regulate NOS2 transcrip-
tion, and IDO1 appears to be the most important
enzymatic pathway induced after IFNy stimulation.
The equivalent difference between human and mouse
is observed in MSCs. Hence, IDO activity mediates
the suppressive effect exerted by human MSCs onT
cells, whereas the mediator of mouse MSCs is NO
[59]. COX2 expression is also detected in FRCs
but, in contrast to MSCs [60], it is not considerably
up-regulated after inflammatory stimulation. So
human and murine FRCs would regulate T-cell
responses using different mechanisms than murine or
human MSCs, which suggests particular qualitative
functional outcomes.

This report illustrates human FRCs as impor-
tant potential players integrating innate and adaptive
immune responses and balancing tolerance and im-
munogenicity. Phenotypically, FRCs are a committed
cell lineage with no differentiating potential and
then they cannot directly contribute to tissue repair—
producing new resident cells as MSCs do. However,
their transcription profile points to a strong capacity
of human FRCs to act as immunomodulators but
using mechanisms that may differ from mice. Hence-
forward, FRC cultures will be valuable cellular
models to increase our knowledge about human SLLO

microenvironments in health and disease. Also, the fea-
sibility of obtaining FRCs without a complex protocol
opens the possibility of using autologous FRCs as a
therapeutic tool such are MSCs or as feeder cells to
produce i vitro therapeutic leukocytes.
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Abstract

Introduction: Bone morphogenetic proteins (BMPs) are multifunctional secreted growth factors regulating a broad
spectrum of functions in numerous systems. An increased expression and production of specific BMPs have been
described in the rheumatoid arthritis (RA) synovium. The aim of this study was to analyze the involvement of the BMP
signaling pathway in RA synoviocytes in response to interleukin-17 (IL-17) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).

Methods: The expression of components of the BMP signaling pathway (BMP receptors, BMP ligands, BMP signal
transducers, and BMP antagonists) was analyzed by quantitative polymerase chain reaction before and after
treatment of RA synoviocytes with TNF-a or IL-17 or both. Regulation was studied in the presence of the specific
BMP inhibitor DMH1 (dorsomorphin homologue 1) or an exogenous BMP ligand, BMP6. Expression and production of
pro-inflammatory cytokines (IL-6 and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), chemokines (IL-8, CCL2, CCL5,
and CXCL10), and matrix metalloproteinases (MMP-1, =2, =3, =9, and —13) were analyzed.

Results: RA synoviocytes express BMP receptors (mainly BMPRIA, ACTRIA, and BMPRII), signal transducers of the Smad
family (Smad1 and 5 and co-Smad4), and different BMP antagonists. The modulation of the expression of the BMP target
genes—Id (inhibitor of DNA-binding/differentiation) proteins and Runx (Runt-related transcription factor) transcription
factors—after the addition of exogenous BMP shows that the BMP signaling pathway is active. RA synoviocytes also
express BMP ligands (BMP2, BMP6, and BMP7) which are highly upregulated after activation with TNF-a and IL-17.
Autocrine BMP signaling pathway can be blocked by treatment with the inhibitor DMH1, leading to an increase in the
upregulated expression of pro-inflammatory cytokines, chemokines, and MMPs induced by the activation of RA
synoviocytes with TNF-a and IL-17. Conversely, the additional stimulation of the BMP pathway with the exogenous
addition of the BMP6 ligand decreases the expression of those pro-inflammatory and pro-destructive factors.

Conclusion: The results indicate that the canonical BMP pathway is functionally active in human RA synoviocytes and
that the inhibition of autocrine BMP signaling exacerbates the pro-inflammatory phenotype induced in RA synoviocytes
by the stimulation with IL-17 and TNF-a.
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Introduction

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted signal-
ing proteins which form a subgroup of the transforming
growth factor-beta (TGF-f) superfamily [1]. BMPs are di-
meric proteins which, once secreted, bind to type I and
type II BMP receptors constituting multimeric receptor-
ligand complexes. Type II receptors are constitutively
active serine/threonine kinases which trans-phosphorylate
type I receptors upon ligand binding; subsequently, acti-
vated type I receptors phosphorylate and activate some
components of the Smad protein family, Smadl, 5, and 8,
called BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads) [1-3].
The common mediator Smad4 next binds to BR-Smads,
and the heteromeric complexes translocate to the nucleus
to regulate the transcription of BMP target genes, includ-
ing Id (inhibitor of DNA-binding/differentiation) proteins
and Runx (Runt-related transcription factor) transcription
factors [1, 2]. In addition to this canonical signaling path-
way, activated BMP receptors may initiate non-canonical
Smad-independent signaling pathways [1].

BMPs were originally identified as growth and differenti-
ation factors for osteogenic cells but now are considered
multifunctional proteins implicated in the development of
virtually all organs and the renewal and maintenance of dif-
ferent adult tissues [1, 4—6]. The relevance of this pathway
is further emphasized by the fact that an aberrant BMP sig-
naling can result in several developmental defects and dis-
tinct human disorders, including cancer, chronic kidney
diseases, endocrine alterations, vascular diseases, and joint
and musculoskeletal disorders [7—10]. Rheumatoid arthritis
(RA) is the most common form of chronic inflammatory
arthritis characterized by persistent synovial inflammation,
articular damage, and altered immune response [11]. Sev-
eral BMP ligands, including BMP2, BMP6, and BMP7, have
been shown to be upregulated in the synovium of patients
with RA as well as in tumor necrosis factor-alpha (TNF-«)
transgenic mice developing arthritis and in collagen-
induced arthritis models [12-14]. High levels of BMP7
have also been demonstrated in the synovial fluid of pa-
tients with RA, and levels are correlated with severity
of disease [15]. In contrast, BMP4 and BMP5 ligands
are downregulated in the RA synovium [16]. In collagen-
induced arthritis, a dynamic activation of the BMP signal-
ing pathway has been reported, showing a time-dependent
increase of the amount of phosphorylated BR-Smads and
the number of phospho-Smadl/5/8-positive cells [13].
Furthermore, fibroblast-like synoviocytes from patients
with RA have been demonstrated to express BMP recep-
tors [17] and to upregulate the expression of BMP2 and
mainly BMP6 after stimulation with pro-inflammatory cy-
tokines such as TNF-q, interleukin-1beta (IL-1B), and
IL-17 [14, 18, 19].

Despite all these data, however, only a few studies have
addressed the involvement of BMP signaling in RA,
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pointing out a role for BMP6 and BMP7 in stimulating
the survival and the proliferation and extracellular matrix
component biosynthesis, respectively, in synoviocytes
[12, 14]. In the present study, we show that the canonical
BMP pathway is functionally active in human RA synovio-
cytes and that autocrine BMP signaling modulates the
expression of pro-inflammatory cytokines, chemokines,
and matrix metalloproteinases (MMPs).

Methods

Isolation and culture of rheumatoid arthritis synoviocytes
Synoviocytes were grown from synovial tissue samples ob-
tained from RA patients undergoing joint surgery. The
patients with RA fulfilled the American College of
Rheumatology criteria for RA [20]. Each individual signed
an informed consent form, and the protocol was approved
by the committee for the protection of persons participat-
ing in biomedical research of the Hospital of Lyon, in
compliance with the Helsinki Declaration. Briefly, synovial
tissue was minced in small pieces which were allowed
to fix on plastic plates. Those samples were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Eurobio, Courtaboeutf,
France) supplemented with 10 % fetal bovine serum
(Life Technologies, part of Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA), 2 % Penicillin-Streptomycin (Eurobio),
1 % L-glutamine (Eurobio), and 1 % Amphotericin B
(Eurobio) until cells grew out of the tissue and colonized
the plastic dishes. After cells reached confluence, tissue
pieces were removed and cells were trypsinized. Synovio-
cytes were used between passages 4 and 9. Each independ-
ent experiment was performed with a different batch of
synoviocytes isolated from different RA donors.

RNA extraction and purification

Cells were seeded in 12-well plates at a density of 5x10*
cells/cm?®. Cells then were treated for 12 h with different
combinations of IL-17 50 ng/mL (R&D Systems, Minne-
apolis, MN, USA), TNF-a 0.5 ng/mL (R&D Systems),
BMP-6 10 ng/mL (HumanZyme, Chicago, IL, USA), and
dorsomorphin homologue 1 (DMH1) 30 uM (Tocris
Bioscience, Ellisville, MO, USA). After 12-h treatment,
RNA was extracted by using an RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Venlo, Limburg, The Netherlands) in accordance
with the instructions of the manufacturer. RNA then
was quantified by using a Qubit RNA BR Assay Kit
(Life Technologies).

Real-time quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction

Total cDNA was synthesized by using a High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) in accordance with the instructions
of the supplier and then used as a target in the polymerase
chain reaction (PCR) amplifications. Pre-designed TagMan
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gene expression assays for different genes were ob-
tained from Applied Biosystems. GNB2L1 was used as
an endogenous control. All PCRs were set in duplicates
by using the TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) in accordance with the instructions
of the manufacturer. Amplifications, detections, and
analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time
PCR System (Centro de Genémica, Complutense Uni-
versity, Madrid, Spain). The ACt method was used for
normalization to GNB2L1.

Cytokine measurements

Culture supernatants of RA synoviocytes were harvested
after 12 h of treatment. IL-8 secretion was measured by
using an enzyme-linked immunosorbent assay (BioLegend,
San Diego, CA, USA) and IL-6 and granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) were
measured by using Cytometric Bead Array assays (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) in accordance
with the instructions of the manufacturers.

Statistical analysis

The Mann—Whitney test was used to compare differences.
Values of P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), and P < 0.001 (***)
were considered to be statistically significant.
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Results

Bone morphogenetic protein signaling pathway is
functionally active in human rheumatoid arthritis
synoviocytes

The expression of different components of the BMP sig-
naling pathway was analyzed in RA synoviocytes. BMP
receptor complexes are constituted by one of the follow-
ing type I receptors, type IA BMP receptor (BMPRIA)/
ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, and
type IA activin receptor (ACTRIA)/ALK-2, which com-
monly combine with type II BMP receptor (BMPRII) but
also the type IIA and IIB activin receptors (ACTRIIA and
ACTRIIB). In RA synoviocytes, BMPRIA and ACTRIA
were the most abundantly expressed type I receptors, and
the BMP-specific type II receptor BMPRII showed a high
level of expression (Fig. 1a).

Among ligands, the most highly expressed were BMP2
and BMP6 (Fig. 1b). Synoviocytes also expressed specific
RNAs for the Smad signal transducers, Smadl, Smad5,
and the common partner Smad4, as well as the well-known
BMP target genes, the Id protein family and Runx tran-
scription factors [1] (Fig. 1c, d).

Furthermore, BMP signaling is finely regulated at
multiple levels: at the extracellular space, several high-
affinity antagonists bind selectively with BMPs to inhibit
their biological actions; at the plasma membrane, the
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Fig. 1 Expression of canonical BMP signaling components in RA synoviocytes. Synoviocytes grown from synovial tissue samples obtained from
patients with RA were used between passages 4 and 9 to study the expression of several components of the canonical BMP signaling pathway
by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction. Frames show the mRNA levels for a BMP receptors, b BMP ligands, ¢ Smad protein
family components, d BMP target genes, and e BMP antagonists. GNB2L1 was used as an endogenous control. Bars represent the mean (+ standard
deviation) of three to five independent experiments. ACTRIA type |A activin receptor, ACTRIIA type lIA activin receptor, ACTRIIB type IIB activin receptor,
BAMBI bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor, BMP bone morphogenetic protein, BMPRIA type IA bone morphogenetic
protein receptor, BMPRIB type IB bone morphogenetic protein receptor, BMPRII type Il bone morphogenetic protein receptor, /d inhibitor of
DNA-binding/differentiation, RA rheumatoid arthritis, Runx Runt-related transcription factor, Smad small mother against decapentaplegic homolog
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pseudoreceptor BAMBI associates with BMP receptors,
preventing the formation of active receptor complexes;
and intracellularly, inhibitory Smads and Smurfs inhibit
further signaling and activation of target genes [21].
The expression of different BMP antagonists was also
detected in RA synoviocytes, mainly the extracellular
antagonist Twisted gastrulation and the intracellular in-
hibitors Smad6 and Smad7 (Fig. 1le). In contrast, only
low levels of the pseudoreceptor BAMBI and the extra-
cellular antagonists Noggin and Chordin could be de-
tected in non-stimulated RA synoviocytes (Fig. 1e).

The functionality of the BMP pathway was analyzed by
studying the modulation of the expression of the compo-
nents of Id protein and Runx families after addition of
exogenous BMP. As shown in Fig. 2, stimulation of BMP
signaling in synoviocytes showed a dose-dependent trend
to increase the mRNA levels of Id1, Id2, and mainly Id3
and Runx2. On the contrary, the levels of transcripts for
Id4 and Runx3 tended to decrease after BMP stimulation
(Fig. 2a, b). These data indicated that BMP signaling
pathway is functional in RA synoviocytes.

Expression of bone morphogenetic protein pathway
components is upregulated by pro-inflammatory cytokines
in rheumatoid arthritis synoviocytes

We next examined the effects of critical pro-inflammatory
cytokines in RA, such as TNF-a and IL-17, on the ex-
pression of the different components of the BMP sig-
naling pathway. The culture of synoviocytes with IL-17
and TNF-a alone or in combination induced mainly a
3- to 4-fold increase in the expression of BMPRIB, the
least expressed type I BMP receptor in unstimulated
synoviocytes, and slight increases in the mRNA levels
of BMPRII and ACTRIIB receptors (Fig. 3a). The ex-
pression of Smad transcripts was hardly affected by the
pro-inflammatory treatment. In contrast, the expression
of BMP2, BMP6, and BMP7 ligands was notably increased
after culture with IL-17 and TNF-a and mainly when
the two cytokines were used in combination (8-, 9-, and
20-fold increases for BMP2, BMP6, and BMP7, respect-
ively) (Fig. 3b, c). The levels of BMP4 mRNA were,
however, reduced mainly in the presence of TNF-«
(Fig. 3b). Interestingly, stimulation with TNF-a alone or
with IL-17 enhanced the levels of transcripts encoding
the membrane-bound antagonist BAMBI and the intra-
cellular inhibitor Smad7 (3- to 5-fold and 2- to 3-fold
increases, respectively) and, to a lesser extent, the extracel-
lular modulator Twisted gastrulation (Fig. 3d).

Blockade of canonical bone morphogenetic protein
signaling potentiates cytokine production in rheumatoid
arthritis synoviocytes

The above data showing BMP receptor expression on
synoviocytes, along with an upregulated BMP expression
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Fig. 2 Modulation of BMP target gene expression in response to
exogenous BMP stimulation. Synoviocytes from patients with
rheumatoid arthritis were cultured in media alone (CTRL) or in the
presence of increasing concentrations of BMP6 (1-100 ng/mL). After
12 h, cells were harvested and the expression of several target
genes—Id1-4 a and Runx1-3 b factors—was analyzed by quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction. GNB2L1 was used as
an endogenous control. Results represent increments relative to
cultures with media alone. The mean (£ standard deviation) of
three independent experiments is shown. BMP bone morphogenetic
protein, CTRL control, Id inhibitor of DNA-binding/differentiation, Runx

Runt-related transcription factor

after pro-inflammatory cytokine stimulation, suggested
that BMP ligands produced by RA synoviocytes could
act in an autocrine manner. The highly selective type I
BMP receptor inhibitor DMH1, which blocks the canonical
BMP signaling pathway by inhibiting the BMP-induced
Smad 1/5/8 activation [22], was used to study the role of
endogenously produced BMP ligands in the expression of
inflammatory factors in synoviocytes. As reported [18],
IL-17, TNF-a, and mainly the combination of the two
cytokines mostly upregulated the expression levels of
the pro-inflammatory cytokines IL-6 and GM-CSF as well
as the chemokine IL-8, all involved in RA pathogenesis
(Fig. 4a). Remarkably, the simultaneous blockade of the
canonical BMP signaling pathway induced a further
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Fig. 3 Regulation of BMP pathway components by pro-inflammatory cytokines. Rheumatoid arthritis synoviocytes were cultured in media alone
(CTRL) or in the presence of IL-17 (50 ng/mL) or TNF-a (0.5 ng/mL) or both. a-d Expression of several BMP pathway components, including a
BMP receptors, b BMP ligands, ¢ Smad protein family components and d BMP antagonists, was studied by quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction after 12 h of culture. GNB2L1 was used as an endogenous control. Results represent increments in respect to cultures
in media alone. The mean (+ standard deviation) of three independent experiments is shown. ACTRIA type IA activin receptor, ACTRIIA type IIA
activin receptor, ACTRIIB type IIB activin receptor, BAMBI bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor, BMP bone morphogenetic
protein, BMPRIA type IA bone morphogenetic protein receptor, BMPRIB type IB bone morphogenetic protein receptor, BMPRII type Il bone morphogenetic
protein receptor, CTRL control, IL-17 interleukin-17, Smad small mother against decapentaplegic homolog, TNF-a tumor necrosis factor-alpha

upregulation of the expression of these genes, so that in
some cases the higher levels reached after treatment with
IL-17 or TNF-a or both underwent a further 2- to 3-fold
increase (Fig. 4a). When protein levels were measured
in the culture supernatants, the secretion of IL-8 and
GM-CSF was also notably increased after treatment
with the BMP inhibitor DMH1 (Fig. 4b). No significant
variations were seen when IL-6 protein levels were de-
termined (Fig. 4b). Therefore, these results suggested an
anti-inflammatory role for BMP signaling.

Modulation of chemokine and metalloproteinase
expression in rheumatoid arthritis synoviocytes after
canonical bone morphogenetic protein signaling
inhibition

The expression of chemokines other than IL-8 was ana-
lyzed, and the results showed that BMP signaling inhib-
ition mainly augmented the expression of CCL2 induced
by IL-17 (Fig. 5a). However, the presence of the BMP in-
hibitor DMH1 did not significantly alter the expression
of CCL2 and CCL5 or markedly reduced the high
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expression levels of CXCL10 induced in the presence of
TNEF-a alone or in combination with IL-17 (Fig. 5a).

The treatment of RA synoviocytes with IL-17 or TNF-«
or both also upregulated the expression of MMP-2 and
MMP-3 metalloproteinases involved in synoviocyte migra-
tion and invasion as well as joint destruction [18, 23]
(Fig. 5b). When the canonical BMP signaling pathway was
simultaneously inhibited by the addition of DMH]I, the
expression of both metalloproteinases underwent a fur-
ther significant increase, mainly after treatment with
TNF-«a alone or together with IL-17 (Fig. 5b). In con-
trast, the upregulation of MMP-1, MMP-9, and MMP-
13 metalloproteinase expression induced by IL-17 and
TNF-a [24] was not significantly affected by the block-
ade of BMP signaling (Fig. 5b).

Effects of the addition of BMP6 on cytokine, chemokine,
and metalloproteinase expression in rheumatoid arthritis
synoviocytes

The effects of the addition of an exogenous BMP ligand,
inducing an additional BMP signaling pathway activation,
were also addressed. BMP6 was chosen because of its
notable expression levels in RA synoviocytes and its
high upregulation after synoviocyte stimulation with pro-

inflammatory cytokines (Figs. 1b and 3b). Remarkably, in
non-stimulated RA synoviocytes, cultured in the absence
of IL-17 or TNF-q, the expression of IL-6, GM-CSF, and
IL-8 was reduced by 50-70 % by the presence of BMP6,
and to a lesser extent CCL2, MMP-3, and MMP-13
expression was reduced by 40 % (Fig. 6a). No relevant
changes were observed in the expression of the metal-
loproteinases MMP-2, MMP-1, and MMP-9 and the
chemokines CCL5 and CXCL10 (Fig. 6a). Meanwhile,
in cytokine-activated RA synoviocytes, it could be noted
that the further stimulation of BMP signaling tended to
decrease the expression of most of the studied genes,
mainly when TNF-a was present (Fig. 6b). No consistent
differences were observed for the expression of MMP-1,
MMP-9, and MMP-13 metalloproteinases after BMP
ligand addition (not shown). All these data, then, sup-
ported the idea that the BMP pathway would have anti-
inflammatory effects.

Discussion

The increased expression and production of specific BMPs
(i.e., BMP2, BMP6, and BMP7) in the synovium and
synovial fluid of patients with RA as well as in mouse
models of arthritis have been reported by different groups
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so CXCL10

[12—15]. However, the involvement of the BMP signaling
pathway in RA pathogenesis has been poorly analyzed.

In this study, we show the presence of a functionally
active BMP signaling pathway in synoviocytes. Human
RA synoviocytes express the three type I BMP receptors,
BMPRIA, BMPRIB, and ACTRIA, and the BMP-specific
type II receptor BMPRIIL. RA synoviocytes also express
the BR-Smads as well as the common partner Smad4.
All of these components are found to be efficient in sig-
nal transduction given the ability of synoviocytes to
modulate the expression of some BMP target genes, in-
cluding some Runx factors and members of the Id pro-
tein family, in response to exogenous BMP stimulation.
In addition, RA synoviocytes express BMP ligands which,
in agreement with previous work [14, 18, 19], are notably
upregulated after stimulation with pro-inflammatory cyto-
kines. These data suggest that some functional activities of
synoviocytes could be modulated by BMP in an autocrine

fashion, which is supported by our results using the select-
ive BMP inhibitor DMH1.

The blockade of BMP signaling with DMH1 significantly
enhances the expression of pro-inflammatory cytokines
(i.e., IL-6 and GM-CSF), chemokines (i.e., IL-8, CCL2, and
CCL5), and MMPs (i.e., MMP-2 and MMP-3) induced
in RA synoviocytes by the simultaneous treatment with
IL-17 and TNF-a alone or in combination. Conversely,
the stimulation of the BMP signaling pathway with an
exogenous BMP ligand reduces the expression of pro-
inflammatory and pro-destructive factors in both un-
stimulated and stimulated RA synoviocytes, mainly with
the IL-17 and TNF-a combination. Therefore, it could
be hypothesized that BMP signaling could have an anti-
inflammatory role in the control and maintenance of
low levels of pro-inflammatory factors in healthy syno-
viocytes and probably also in the early stages of RA
(Fig. 7). In this regard, Lories and Luyten [25] also



Varas et al. Arthritis Research & Therapy (2015) 17:192

Page 8 of 10
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proposed that BMPs may play a disease-controlling role as
joint-protective factors since BMP2 was described to
promote synoviocyte apoptosis. Likewise, BMP7 has been
shown to be able to suppress alterations in synoviocytes
induced by synovial fluid from patients with RA, pointing
out a role for BMP in maintaining a quiescent phenotype
of the synovial lining layer [26].

However, the stimulation of RA synoviocytes induces
the expression not only of BMP ligands but also of BMP
antagonists, mainly after treatment with TNF-a alone
or in combination with IL-17. Smad7 and BAMBI are
the main upregulated BMP antagonists, which act at the
intracellular and the plasma membrane level, respectively
[21], indicating that BMP signaling inhibition must occur
in the synoviocytes themselves. This finding suggests that
in late stages of RA the BMP signaling pathway probably

is no longer able to control and maintain the low levels of
pro-inflammatory factors, which then will rise and persist
at chronically high levels contributing to RA pathogenesis
[27] (Fig. 7).

In this context, the high levels of BMP ligands pro-
duced by stimulated synoviocytes could also contribute
to the chronic inflammation associated with RA by act-
ing in a paracrine fashion on surrounding cells present
in the inflamed synovium (Fig. 7). BMPs have been shown
to induce a pro-inflammatory phenotype in endothelial
cells [28, 29] and to stimulate chemotactic responses in
monocytes/macrophages [30, 31], which play a central
role in RA. BMP pathway activation increases monocyte
adherence to endothelial cells [28] and stimulates the pro-
duction of pro-inflammatory cytokines, including TNF-a,
IL-1, and IL-6, by macrophages [32, 33]. We and others
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Fig. 7 Schematic representation of BMP involvement in rheumatoid arthritis pathogenesis. Under steady-state conditions, autocrine BMP production could
downregulate the expression and contribute to keep low levels of pro-inflammatory cytokines and chemokines as well as matrix metalloproteinases in
synoviocytes. In the presence of increased levels of TNF-a and IL-17, synoviocytes become activated and enhance the production of BMPs which, however,
could no longer control the levels of pro-inflammatory and pro-destructive factors because of the simultaneous upregulated expression of BMP signaling
inhibitors in synoviocytes. Increased levels of BMPs could then participate in the recruitment and activation of immune cells contributing to rheumatoid
arthritis along with the increased levels of pro-inflammatory cytokines, chemokines, and metalloproteinases. BMP bone morphogenetic protein,
CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2, CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5, GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, /L interleukin,

have shown that BMP stimulation induces maturation
of dendritic cells [34], increases T-cell proliferation and
activation [35, 36], and promotes T helper 17 (Th17)
differentiation [36]. Furthermore, BMPs have been shown
to be chemotactic for mesenchymal stem cells [37-39],
which can expand Th17 cells, as we reported previously
[40], and osteoclast differentiation and activity can also be
enhanced by some BMP ligands [41], which could contrib-
ute to the bone destruction seen in RA.

Conclusions

We propose that BMPs would play a dual role in the
synovium, controlling the production of pro-inflammatory
cytokines and inhibiting synoviocyte transformation in
healthy and non-inflammatory conditions, but in advanced
stages of RA could contribute to chronic inflammation,
allowing the functional deregulation of synoviocytes and
promoting the activation and pro-inflammatory functions
of immune and non-immune cells accumulating in the in-
flamed arthritic joint.
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Abstract

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) form a group of secreted factors that belongs to the
TGF-B superfamily. Among different roles in a number of immune cell types, BMPs are
known to regulate T cell development within the thymus, although the role of BMP signaling
in human mature T cells remains elusive. In this study, we demonstrate that canonical BMP
signaling is necessary during two critical events that regulate the size and function of
human naive CD4* T cell population: activation and homeostasis. Upon stimulation via
TCR, naive CD4* T cells upregulate the expression of BMP ligands triggering canonical
BMP signaling in CD25* cells. Blockade of BMP signaling severely impairs CD4* T cell pro-
liferation after activation mainly through regulation of IL-2, since the addition of this cytokine
recuperates normal T cell expansion after inhibition of BMP signaling. Similarly, activation
of canonical BMP pathway is required for both the maintenance of cell survival and the
homeostatic proliferation induced by IL-7, a key factor for T cell homeostasis. Moreover,
upregulation of two critical receptors for T cell homeostasis, CXCR4 and CCR9, triggered
by IL-7 is also abrogated in the absence of BMP signaling. Collectively, we describe impor-
tant roles of the canonical BMP signaling in human naive CD4* T cell activation and homeo-
stasis that could be valuable for clinical application.

Introduction

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) are multifunctional secreted growth factors that belong
to the TGF-P superfamily together with TGF-f proteins, Activins and Inhibins, Nodal, Growth
and Differentiation Factors (GDF), Miostatin and the anti-Mullerian hormone [1]. BMPs sig-
nal through heterotetrameric receptor complexes composed of two types of receptors. Among
the type I receptors, ALK3/BMP receptor type IA (BMPRIA) and ALK6/BMPRIB are specific
for BMPs, while ALK1/Activin receptor type IA (ActRIA) can bind both BMPs and Activins
[2]. Similarly, the BMP receptor type II (BMPRII) only recognizes BMPs, while Activin recep-
tor type IIA (ActRIIA) and IIB (ActRIIB) are able to recognize both BMPs and Activins [3].
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The canonical BMP signaling pathway is initiated when the ligand-bound receptor complex
phosphorylates the BMP receptor regulated Smad proteins (Smad-1, -5 and -8, termed
BR-Smads as a group). Phosphorylated BR-Smads form a complex with the common Smad
(Smad-4/Co-Smad) that is translocated to the nucleus where they regulate the transcription of
several target genes. Alternatively, non-canonical signaling pathways can be triggered by BMP
ligands depending on different factors such as the oligomerization of the heteromeric receptor
complex [4].

First discovered by their capacity to induce ectopic bone formation [5], the BMPs are now
known to play essential roles during embryonic development (reviewed in [6]) as well as in tis-
sue homeostasis in the adult [7]. Regarding those organs that depend on BMPs for proper func-
tion, a considerable number of reports have established a pivotal role for BMPs regulating the
differentiation of T cells within the thymic gland. In brief, BMP ligands are produced by both
the thymic stroma and the CD34" intrathymic precursor cells, which also express the compo-
nents needed for BMP signaling. The BMP pathway blocks T cell differentiation at the
CD4°CD8’ double negative to CD4"CD8" double positive transition and maintains the
intrathymic precursors by increasing their survival and inhibiting their proliferation [8-11].
The relationship between BMPs and T cells seems to continue during the mature stage of these
cells, since a number of studies have described disparate responses induced by BMPs in differ-
entiated T cells [12-14]. Most of these studies are based on mouse and cell line models, there-
fore the potential role of BMP signaling in human T cells has not been thoroughly addressed.

T cells constitute the main effector subset of the adaptive immunity. They are continuously
generated in the thymus from where they emigrate to peripheral tissues as recent thymic emi-
grants [15]. When mature naive T cells confront their cognate antigen present on the surface of
an antigen presenting cell, they become activated by signals transduced through the T cell
receptor (T'CR) and other costimulatory receptors such as CD28 [16]. Activation of T cells is
characterized by a strong proliferative response accompanied by secretion of soluble factors.

During the steady state, contribution of the thymus to naive T cell repertoire maintenance is
dominant at early stages of life but decays with age [17], whereas proliferation within the naive
phenotype is dominant in older individuals [18]. Besides, naive T cells are characterized by a
half-life of 414 + 245 days depending on the technique employed [19]. According to these
facts, it has been demonstrated that T cell homeostasis is regulated in the periphery by factors
modulating their survival and clonal expansion such as IL-7 [20]. Furthermore, in different sit-
uations where lymphopenia takes place, such as neonatal thymectomy and HIV infection, IL-7
signaling is increased in order to reestablish basal T cell numbers [21-23]. Alterations in T cell
number and function can lead to the generation of severe pathologies that range from immu-
nodeficiencies, when T cell function is somehow inhibited, to chronic inflammation, when T
cells show hyperreactivity.

In this study we show that activation of the BMP pathway is critical for human naive CD4"*
T cell activation and homeostasis. Upon stimulation through the TCR, BMP production is
induced in T cells acting in an autocrine fashion in the regulation of their proliferative response
upstream to IL-2 signaling. Similarly, canonical BMP signaling is activated in response to IL-7
stimulation, mediating in the regulation of a number of features related to T cell homeostasis
such as homing receptor expression, survival and homeostatic proliferation.

Materials and Methods
Cell culture

Buffy coats of healthy donors were obtained after written informed consent (Centro de Trans-
tusion de la Comunidad de Madrid, Spain). The study was approved by the Ethics Committee
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for Clinical Investigation of the University Hospital Clinico San Carlos (Madrid, Spain).
PBMC:s were obtained by density gradient centrifugation with Lymphocyte Isolation Solution
(Rafer, Madrid, Spain). Naive CD4" T cells were isolated by negative selection using the Naive
CD4" T Cell Isolation Kit IT (Miltenyi Biotech). Unless otherwise stated, 2-3x10° T cells were
cultured in 96-well flat-bottom culture plates in 200 pul of complete culture media, consisting in
RPMI (Sigma-Spain) supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (Invitrogen, Life
Technologies), 1 mM pyruvate, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml strepto-
mycin (all components from Sigma-Spain). For T cell activation, isolated T cells were cultured
with immobilized anti-human CD3 (10 pg/ml) and soluble anti-human CD28 (4 ug/ml) mono-
clonal antibodies (ImmunoStep) or co-cultured with cytokine-matured monocyte-derived
dendritic cells, generated as previously described [24]. Alternatively, isolated T cells were
cultured in complete media alone or supplemented with PHA, a cytokine cocktail including
rhIL-2 (25 ng/ml) (Miltenyi Biotech), rhIL-6 (100 ng/ml) and rhTNF-a. (25 ng/ml) (Invitrogen,
Life Technologies), or with rhIL-7 [5 ng/ml] (National Institute for Biological Standards and
Control, NIBSC) alone. For determination of BMP2/4 and BMP6 expression by flow cytome-
try, brefeldin A (BioLegend) was added for the last 4 hours of culture. In some experiments,
rthBMP2 or rhBMP4 (Humanzyme) was added to the cultures. Inhibition of BMP signaling
was performed by addition of the recombinant human BMPR-IA/ALK-3 Fc chimera (R&D
Systems) or the inhibitor molecule DMH]1 (Tocris) at the indicated doses, while unspecific
mouse immunoglobulins or vehicle (DMSO), respectively, were used as controls. The small
inhibitory molecule DMH1 functions as an ATP-competitive inhibitor showing a very specific
activity impeding Smad1/5/8 phosphorylation by ActRIA/ALK2 and BMPRIA/ALK3 in
response to BMPs without affecting either non canonical pathways nor the TGF-p type I recep-
tor/ALKS activity [25, 26].

PCR analysis

RNA isolation was performed using Absolutely RNA Microprep kit (Stratagene Cloning
Systems), including a DNase I digestion step, as reccommended by the supplier, to avoid
genomic DNA contamination. Total cDNA was synthesized by High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), according to the supplier’s instructions, and then used
as target in the PCR amplifications. Real-time PCR was performed with the following Taq-man
assays: BMPRI1A (Hs01034909_g1), BMPRI1B (Hs00176144 _m1), ACVRIA (Hs00153836_m1),
BAMBI (Hs00180818_m1) SMADI (Hs00195432_m1), SMAD4 (Hs00929647_m1), SMAD5
(Hs00195437_m1), SMADS8 (Hs00195441_m1) and IL2 (Hs00174114_m1), all of them obtained
from Applied Biosystems. GNB2L1 (Pre-Developed TagMan) was used as endogenous control.
All PCR reactions were set in duplicates using the TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. Amplifications, detec-
tions, and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR System (Centro de
Gendmica, Complutense University, Madrid, Spain). The Delta CT method was used for nor-
malization to GNB2LI mRNA.

Flow cytometry

The following mAb conjugated with FITC, PE, PE-Cy5 or APC were used for flow cytometric
analysis: CD3 (HIT3a), CD4 (OKT4), CD25 (BC96), CD62L (DREG-56), CD49d (9F10),
CDl11a (HI111), CD18 (6.7), CXCR4 (12G5), CCR9 (BL/CCR9), CCR7 (3D12) and CD127
(R34.34) from BD Biosciences, Immunotech and BioLegend. Two-, three- and four-color
immunofluorescence stainings were performed by incubating the cells in PBS containing 1%
FCS and 0.1% NaNj in the presence of saturating amounts of fluorochrome-conjugated

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0131453 June 25, 2015 3/18



@’PLOS ‘ ONE

BMP Signaling and T Cell Activation and Homeostasis

antibodies for 30 min at 4°C. Staining with purified polyclonal anti-human BMPRIA (R&D
Systems) was followed by incubation with fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2
fragments of donkey anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories).

For the intracellular stainings, and according to the manufacturer’s instructions, cells were
treated with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 20 min at 4°C, washed with
Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained with purified anti-human BMP2/4 mAb
(100230), biotin-conjugated anti-human BMP6, purified anti-human BMPRIA (all from R&D
Systems) or PE-conjugated anti-human Bcl-2 mAb (6C8) (BD Biosciences), followed when
required by fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-goat,
anti-rabbit or anti-mouse IgG or streptavidin (Jackson ImmunoResearch Laboratories), all
diluted in Perm/Wash buffer. To detect phosphorylated BR-Smads, cells were fixed with BD
cellFIX (BD Biosciences) for 30 min at 4°C to enable a phophorylation-state analysis. Then,
cells were washed with PBS, permeabilized by 30 min incubation on ice with BD Phosflow
Perm Bulffer III (BD Biosciences) and stained with anti-human p-Smad1/5/8 polyclonal anti-
body (Ser 463/Ser 465) (Santa Cruz Biotechnology) followed by fluorochrome-conjugated,
multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Labo-
ratories), all diluted in PBS. Analyses were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences) from the Centro de Citometria y Microscopia de Fluorescencia, Complutense
University of Madrid.

Immunofluorescence analysis

For immunofluorescence analysis, freshly isolated CD4" T cells were attached to poly-L-lysine
coated glass slides by 30 minutes of incubation at room temperature and stained with CD4
(RPA-T4) (BD Biosciences) and BMPRIA (R&D Systems) antibodies followed by Alexa Fluor
594 or Alexa Fluor 488-conjugated multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-mouse
and donkey anti-goat IgG. For intracellular staining of BMPRIA, cells were fixed with Cytofix/
Cytoperm solution (BD Biosciences) before CD4 staining and stained for BMPRIA using
Perm/Wash buffer (BD Biosciences). Finally, cells were stained with Hoechst 33342 (Invitro-
gen, Life Technologies) for cell nucleus visualization and mounted with Prolong Gold (Invitro-
gen, Life Technologies). Slides were examined on a FluoView 1200 Confocal Microscope
(Olympus) from the Centro de Citometria y Microscopia de Fluorescencia, Complutense Uni-
versity of Madrid.

Proliferation assays

A specific kit from Roche Diagnostics, BrdU Labeling and Detection Kit III, was used to mea-
sure BrdU incorporation into newly synthesized DNA. Briefly, after 4 days of stimulation the
cultures were pulsed for 12 h with 10 uM 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU), the labeling
medium was removed, and cells were dried (2 h at 60°C), fixed in ethanol in HCI (0.5 M) for
30 min at -20°C, treated with nucleases (30 min at 37°C), and then incubated with peroxidase-
conjugated Fab fragments of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase reaction was
developed with ABTS substrate, and the sample absorbance was measured using an ELISA
reader (ELX800MB, Bio-Teck Instruments) at 405 nm with a reference wavelength at 492 nm.
As an alternative, isolated naive CD4" T cells were labeled with 5uM CFSE (Sigma-Spain) to
determinate their proliferative response at the indicated time points by the CFSE dilution
method. Determination by flow cytometry of the percentage of cells in each stage of the cell
cycle was carried out using the fluorochrome Hoechst 33342 (Invitrogen, Life Technologies).
Cells were harvested and fixed with BD CellFIX (BD Biosciences) for at least 30 minutes at
2-4°C and permeabilized in PBS 1% BSA 30% ethanol in the presence of Hoechst at a final
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concentration of 0.1 mg/ml. After 45 minutes of incubation at room temperature, cells were
analyzed in a LSR-II flow cytometer (BD Bioscience) from the Centro de Citometria y Micro-
scopia de Fluorescencia. Aggregates were excluded based on the width and the area of Hoech-
st's signal and the percentage of cells in the stages Go/G; y S/G,/M was calculated.

Apoptosis assays

Naive CD4" T cells were cultured with monoclonal antibodies anti-CD3/anti-CD28 or in com-
plete culture media alone, or supplemented with IL-7 [5 ng/ml], in the presence of DMSO or
DMH1 at the indicated doses. The proportion of apoptotic cells was determined by staining
with Annexin-V-FITC (BD Biosciences), according to the supplier’s instructions. Cells were
analyzed on a FACSCalibur flow cytometer (Centro de Citometria y Microscopia de Fluores-
cencia) and gated according to forward scatter, side scatter, and their ability to exclude propi-
dium iodide. Cell viability was calculated as percentage of Annexin-V-negative/propidium
iodide-negative cells.

Cytokine measurements

Culture supernatants of TCR-stimulated T cells were harvested at the indicated time points
and levels of IL-2 were assayed by ELISA (BioLegend).

Statistical analysis

The Student ¢ test was used for statistical analysis. Values of p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and
p < 0.001 (***) were considered to be statistically significant.

Results

Induction of BMP signaling during TCR-triggered activation of naive
CD4" T cells

To investigate whether BMP signaling is activated in naive CD4" T cells by TCR stimulation,
we first analyzed the expression of several components of the canonical BMP pathway. We
detected on freshly isolated naive CD4™ T cells the expression of the specific downstream effec-
tor molecules for the BMP signaling pathway, Smad-1, and -5, as well as the common Smad or
Smad-4, that were also present after 6 days of activation with anti-CD3/CD28 mAbs (Fig 1A).
In addition, transcription of the specific BMP receptors type I (BMPRIA, BMPRIB and
ActRIA) and Smad-8 was induced in activated T cells while levels for the pseudoreceptor
BAMBI were decreased compared with ex vivo (Fig 1A).

Among BMP receptors type I, BMPRIA is one of the most characterized. Its expression is
found in several cell types including thymocytes [8, 11], peripheral CD4" T cells and the Jurkat
TAg cell line [13]. When the expression of BMPRIA was studied by flow cytometry in naive
CD4" T cells we found a rapid induction after only one day of culture with anti-CD3/CD28.
BMPRIA expression was then increased throughout the culture reaching a maximum of 25%
of positive cells at day 5 (Fig 1B). Furthermore, BMPRIA expression was mainly associated
with that of the activation marker CD25, indicating that BMPRIA was preferentially expressed
by those cells that responded to the stimulation (Fig 1C). We next investigated whether the
induction of BMPRIA could be observed when other stimuli were used, finding that BMPRIA
was induced in all cases. Besides treatment with PHA and co-culture with mature dendritic
cells, BMPRIA surface expression was also slightly induced in naive CD4" T cells by a TCR-
-independent stimulation such as exposure to pro-inflammatory cytokines (Fig 1D).
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Fig 1. BMP signaling is activated by TCR stimulation in naive CD4" T cells. Freshly isolated human
peripheral blood naive CD4* T cells were stimulated with anti-CD3/CD28 mAb. (A) Transcripts for several
components of the canonical BMP signaling pathway were determined by real-time PCR ex vivo (0h) or after
6 days of stimulation (6d). GNB2L1 was used as endogenous control. Means + SD of at least three
independent experiments run in duplicates are shown. Note the logarithmic scale on y-axis. (B) Percentage
of BMPRIA* cells detected by flow cytometry throughout the culture. Bars represent the mean + SD of two to
five independent experiments. (C) Expression of BMPRIA and CD25 in T cells (upper dot plots) and
differential expression of BMPRIA in the CD25" and CD25* cell populations (lower histograms) during
activation. A representative experiment out of four is shown. (D) Expression of BMPRIA in T cells cultured
with different stimuli. Grey histograms represent isotype controls. Similar stainings were obtained in two to
three independent experiments. mDCs: mature dendritic cells; PHA: Phytohaemagglutinin; Ck: cytokine
cocktail (rhIL-2, rhIL-6, rhTNF-a) (E) Determination of BMP2/4 and BMP6 production by flow cytometry in T
cells cultured in media alone (grey histograms) or in the presence of anti-CD3/CD28 mAb (black histograms).
Grey filled histograms represent isotype control stainings. A representative experiment out of three is shown.
(F) Expression of CD25 and phosphorylated BR-Smad (pBR-Smads) during activation. For comparison, T
cells were kept in culture media alone. Results are representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g001

The production of BMP ligands in TCR-activated naive CD4" T cells was also determined
by intracellular flow cytometry staining at different time points. Both BMP2/4 and BMP6
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Fig 2. BMPRIA expression during CD4* T cell activation. After 4 days of culture, TCR-activated T cells
were stained for CD25 and BMPRIA and the CD25"BMPRIA™ and CD25*BMPRIA* cell populations were
isolated by cell sorting. The sorted populations were then re-stimulated with anti-CD3/CD28 mAb and the
expression of CD25 and BMPRIA was evaluated by flow cytometry after 36 hours of culture. A representative
experiment out of two is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g002

production was induced by anti-CD3/CD28 stimulation when compared to unstimulated cells,
following similar kinetics until 4 days of culture (Fig 1E), when approximately one third of the
stimulated cells were positive for these ligands. However, while BMP2/4 expression tended to
fade at day 6 of stimulation, BMP6 remained even higher compared to day 4 (Fig 1E).

As it could be expected, CD3/CD28 crosslinking efficiently induced the activation of the
BR-Smads (Fig 1F). Phosphorylated BR-Smad (pBR-Smad) positive cells appeared preferen-
tially in the CD25" compartment after TCR stimulation and were absent in T cells cultured in
media alone. Collectively, the results shown above suggest that TCR stimulation of human
naive CD4" T cells triggers the canonical BMP signaling in an autocrine fashion.

BMPRIA expression pattern during CD4" T cell activation

To test the possibility that a non-previously described minor subpopulation of naive CD4" T
cells expressing BMPRIA could be expanding during anti-CD3/CD28 stimulation, CD25" T
cells were sorted after 4 days of activation according to BMPRIA expression. As shown in Fig
2, after 36 hours of re-stimulation with anti-CD3/CD28 more than half of the sorted CD25"
BMPRIA™ cells lost the expression of BMPRIA while maintaining that for CD25. On the other
hand, more than 10% of BMPRIA™ cells appeared after re-stimulation of the CD25"BMPRIA"
cell subpopulation.

Endocytosis of BMP receptors once they bind their ligand is known to be a critical step for
BMP signaling [27]. Moreover, BMP receptors undergo constitutive endocytosis in mammal
cells [28]. We therefore analyzed the cytoplasmic expression of BMPRIA by flow cytometry
and compared it with its surface expression. While very few naive CD4™ T cells exhibited
BMPRIA in their surface ex vivo, the majority of this population of T cells was positive for
BMPRIA when intracellular staining was performed (Figure A in S1 Fig). These results were
confirmed by immunofluorescence (Figure B in S1 Fig) and suggest that the percentage of cells
which potentially could respond to BMP ligands seems to exceed what would be expected by
only analyzing the surface expression of BMPRIA.
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Autocrine canonical BMP signaling regulates TCR-induced proliferation
in naive CD4* T cells

As a first approach, we analyzed whether modifications of BMP signaling could affect the pro-
liferation of T cells. BMP signaling was activated by addition of exogenous BMP2 and BMP4,
the only two members of the BMP2/4 subgroup which has shown the highest affinity for
BMPRIA [2]. In parallel, BMP signaling was inhibited by two means: blocking soluble BMPs
by addition of the recombinant human BMPR-IA/ALK-3 Fc chimera, and inhibiting BR-Smad
phosphorylation by BMP receptors type I with the inhibitor DMHI1 [26]. As shown in Fig 3A,
the addition of BMP2 and BMP4 slightly increased BrdU incorporation at day 4 of culture,
although no statistical significance was reached. On the contrary, and supporting an autocrine
role for BMP signaling pathway, both BMPRIA-Fc and DMHI negatively affected the prolifer-
ative response of T cells, being this effect greater with the BMP inhibitor DMHI1 (Fig 3A). The
impairment of proliferation induced by BMP signaling blockade was confirmed by CFSE loss,
showing that the presence of the BMP inhibitor DMH1 reduced the proliferative response
induced by anti-CD3/CD28 stimulation by nearly an 80% with the highest dose (Fig 3B). This
effect was dose-dependent and mainly caused by Go/G; arrest, since the percentage of cycling
cells was reduced by more than half in DMHI1-treated cells (Fig 3C). Accordingly, the effects
on cell cycle progression induced by DMHI1 correlated well with the number of cells recovered
after stimulation, being these numbers markedly lower in DMH1-treated cultures compared to
control cultures (Fig 3D). It must be noted that the inhibition of proliferation induced by
DMHI1 treatment was not caused by exacerbated apoptosis, neither by toxic effects, since no
remarkable differences were observed when cell viability was analyzed (Fig 3E).

To study more deeply the relationship between BMP signaling and T cell proliferation, we
performed the detection of intracellular pBR-Smads combined with the surface expression of
CD25 and DNA staining with Hoechst. Supporting the positive role of the canonical BMP sig-
naling in TCR-induced T cell proliferation, the expression of pBR-Smads correlated with cell
cycle progression (Fig 3F). Specifically, a higher percentage of cycling cells was found within
the pBR-Smad” compartment in both the CD25 and CD25" cell populations at day 2. In con-
trast, after 4 days of culture, when IL-2 levels are elevated, only the CD25" cell population
showed statistically significant correlation between pBR-Smads expression and Hoechst stain-
ing (Fig 3F).

IL-2 production is impaired by inhibition of autocrine BMP signaling
during T cell activation

Secretion of IL-2 by T cells during activation is crucial for their own proliferation. We therefore
determined the production of IL-2 in these cultures finding that DMH1 treatment had a nega-
tive impact on IL-2 levels after 4 days of culture. Specifically, canonical BMP signaling blockade
affected IL-2 production in a dose-dependent manner reaching a maximum of 80% of inhibi-
tion when the highest dose of DMH1 was used (Fig 4A). In addition, IL2 transcription as well
as IL-2 protein secretion were impaired by DMHI treatment as soon as 2 days after TCR stim-
ulation (Fig 4B). On the contrary, no effects in the expression of CD25 were observed at this
time point (data not shown). To better understand the role of IL-2 in the inhibition induced by
DMH]1, rhIL-2 was added at different doses together with DMH1 and the proliferative
response was measured by CFSE loss. As expected, increasing concentrations of rhIL-2 par-
tially counteracted the inhibiting effects of DMHI, being the highest dose of rhIL-2 able to
tully restore the proliferative response of T cells (Fig 4C).
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Fig 3. Canonical BMP pathway inhibition impairs T cell proliferation. (A) BrdU incorporation after 4 days of TCR stimulation with the indicated
treatments. Results are represented as absorbance relative to control (horizontal bar). Means + SD of two independent experiments run in duplicates are
shown (* p<0.05; by t test). Control refers to no treatment for BMP2 and BMP4, unspecific immunoglobulins for BMPRIA-Fc and DMSO for DMH1. (B-D)
After 4 days of TCR stimulation in the presence of DMSO or DMH1, the proliferation rate, measured by CFSE loss (B), Hoechst staining (C) and number of
cells recovered (D), and the percentage of apoptotic/necrotic cells (E) were analyzed by flow cytometry. Bars represent means + SD of five independent
experiments (* p<0.05; by t test). Cell counts were performed in duplicates and the means + SD of at least 4 independent experiments are shown.
Histograms in (C) and dot plots in (E) correspond to one representative experiment. (F) Cells were harvested at the indicated time points and stained for
CD25, phosphorylated Smad-1/5/8 (pBR-Smad) and Hoechst. Cell populations were defined according to the expression of CD25 and pBR-Smad and the
percentage of Hoechst positive cells was determined for each subset. Means + SD of three independent experiments are shown (* p<0.05; ** p<0.01; by t
test).

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g003

BMP signaling is autocrinally triggered by IL-7 in naive CD4* T cells

Our results pointed out a tight relationship between autocrine BMP signaling and activation-
induced T cell proliferation. Hence, we next wondered whether the BMP signaling pathway
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Fig 4. DMH1 effects on IL-2 expression. TCR-induced IL-2 production by T cells in the presence of DMSO or DMH1 at day 4 (A) and 2 (B, left graph). (B,
right graph) mRNA expression for IL2 after 2 days of activation. GNB2L 1 was used as endogenous control. Means + SD of three to five independent
experiments performed in duplicates are shown (* p<0.05; ** p<0.01; by t test). (C) Proliferation rate measured by CFSE loss in T cells after 4 days of TCR
stimulation with DMSO, DMH1 alone or DMH1 supplemented with the indicated doses of rhIL-2. Bars represent the means + SD of three independent
experiments (* p<0.05; by t test).

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g004

could be acting in a different process also associated with proliferation. In this regard, IL-7 is a
well known key factor regulating the homeostasis of naive and memory T cells and capable of
inducing the so-called homeostatic proliferation of both subsets [20]. When naive T cells were
cultured in the presence of IL-7, production of BMP ligands BMP2/4 and BMP6 was progres-
sively induced throughout the culture (Fig 5A). Expression of these ligands showed a homoge-
neous pattern suggesting that the majority of the cells were responding to IL-7 stimulation in
terms of BMP production. Accordingly, levels of pBR-Smads were increased by 55% compared
to cells cultured in media alone at day 11, while addition of the DMH1 inhibitor mostly inhib-
ited BR-Smad phophorylation (Fig 5B).

Canonical BMP signaling is necessary for IL-7-induced homeostatic
proliferation

In order to analyze the implication of the BMP pathway in IL-7-induced T cell homeostasis, we
first studied the progression of IL-7 cultures in terms of cell numbers. As shown in Fig 6A,
while recovery of naive CD4" T cells cultured in media alone tended to rapidly decrease, cell
numbers in cultures supplemented with IL-7 were even slightly increased. Nevertheless, in the
presence of the BMP inhibitor DMH1, stimulation with IL-7 failed to maintain cell numbers
throughout the culture, revealing a role for the BMP pathway in IL-7-induced homeostasis.
Remarkably, the addition of DMHI to these cultures did not affect the downregulation of the
high affinity IL-7 receptor CD127 that normally occurs when IL-7 signaling is triggered, sug-
gesting that activation of IL-7 signaling was not being impaired (Fig 6B).

The role of the autocrine canonical BMP signaling in the proliferation of naive CD4" T cell
induced by IL-7 was studied in long term cultures. In line with the inhibitory effect of DMHI treat-
ment on TCR-induced proliferation, the presence of the BMP inhibitor also caused a marked reduc-
tion in the proliferative response induced by IL-7 along 20 days of culture (Fig 6C). Proliferation of
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Fig 5. Canonical BMP pathway and IL-7 signaling. (A) Expression of BMP2/4 and BMP6 was determined
by flow cytometry at the indicated time points in T cells cultured in media alone (grey histograms) or in the
presence of IL-7 (5 ng/ml) (black histograms). Grey filled histograms represent isotype control stainings. A
representative experiment out of four is shown. (B) Differential expression of phosphorylated Smad-1/5/8
(pBR-Smad) analyzed by flow cytometry in naive CD4™ T cells after 11 days of culture in media alone or
supplemented with IL-7 and DMSO or IL-7 and DMH1 (40 uM). Percentages represent the increment relative
to cultures in media alone. One representative of three independent experiments is shown.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g005

DMH1-treated cells was minimal until day 14 of stimulation, when treated cells began to proliferate
always in a lesser extent compared to that observed in DMSO-treated cells (Fig 6C).

Canonical BMP signaling inhibition impairs the survival of naive CD4" T
cells induced by IL-7

Because IL-7 is known to be an essential cytokine for the survival of T cells, we studied whether
DMHLI treatment could impact the viability of these cells cultured with IL-7. Blockade of
canonical BMP signaling during IL-7 stimulation severely affected the survival of T cells along
the culture period decreasing the percentage of viable cells from 80% in control DMSO-treated
cultures to 40% in DMH]1-treated cultures after 14 days of stimulation (Fig 6D). Mechanisti-
cally, we found that levels of the anti-apoptotic protein Bcl-2, commonly induced by IL-7, were
decreased in the presence of DMHI from the beginning of these cultures (Fig 6E), indicating
that autocrine BMP signaling would participate in the regulation of IL-7-induced T cell sur-
vival through modulation of Bcl-2.

BMP signaling inhibition affects the modulation of homing receptors
induced by IL-7

Given that IL-7 has been described to modulate the expression of several homing receptors in
T cells [29], we analyzed whether autocrine BMP signaling could be mediating in this process.
DMHL1 treatment showed no effects in the regulation of the lymph node homing receptors L-
selectin/CD62L and the integrins 0:4/CD49d, oL/CD11a and 2/CD18 (Fig 7A). Similar results
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Fig 6. Effects of BMP pathway blockade on IL-7-induced T cell homeostasis. (A) Naive CD4* T cells cultured in media alone or supplemented with IL-7
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(B) Differential expression of CD127 analyzed by flow cytometry after 36 hours of culture under the indicated conditions. Similar stainings were obtained in
two independent experiments. (C) Proliferation rate measured by CFSE loss along 20 days in T cells cultured in media alone or supplemented with IL-7 and
DMSO or IL-7 and DMH1 (40 pM). Means + SD of four independent experiments are shown (* p<0.05; by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1). (D) Cell viability
calculated as percentage of PI7Annexin-V~ cells throughout the culture. Means + SD of four independent experiments are shown (** p<0.01; *** p<0.005;
by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1). (E) Bcl-2 levels determined by flow cytometry after 6 days of culture. White filled histograms represent media alone;
grey-filled IL-7/DMSO; black-filled IL-7/DMH1. The mean fluorescence intensity is indicated in each histogram. Similar stainings were obtained in two
independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0131453.9g006

were obtained for the chemokine receptor CCR7, shown to be important for lymphocyte
migration towards lymph nodes (Fig 7A). According to previous results, IL-7 induced the upre-
gulation of the chemokine receptor CXCR4. Nevertheless, CXCR4 induction was completely
abrogated in the presence of DMHI1 (Fig 7B). In the same line, IL-7 induction of the gut hom-
ing receptor CCR9 was also abolished by canonical BMP signaling inhibition (Fig 7B), showing
a very specific impact of this inhibitor on the regulation of homing receptors provoked by IL-7.

Discussion

The BMPs have emerged during the last decades as multifunctional proteins which regulate
essential processes such as differentiation, proliferation and survival in a wide range of cell
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Fig 7. DMH1 effects on IL-7-induced homing receptor modulation. T cells were cultured in media alone
or supplemented with IL-7 and DMSO or IL-7 and DMH1 (40 pM) and the expression of several homing
receptors (A), CXCR4 (B) and CCR9 (C) was analyzed by flow cytometry after 36 hours of culture. Bars
represent the mean + SD of two independent experiments (* p<0.05; by t test. IL-7/DMSO vs IL-7/DMH1).

doi:10.1371/journal.pone.0131453.g007

types. In this study, we describe that BMP signaling mediates the regulation of the proliferation
of human naive CD4" T cells induced during two crucial events for the biology of these cells:
activation and homeostasis.

Regarding T cell activation, we have found that T cells increase the expression of BMP sig-
naling components in response to TCR stimulation. Surface expression of BMPRIA was
quickly induced by CD3/CD28 crosslinking and was mainly associated to those cells that
responded to the stimulation. Furthermore, we show for the first time that human CD4" T
cells are capable of producing the ligands BMP2, BMP4 and BMP6 in response to TCR stimula-
tion. Notably, expression of activated BR-Smads was induced upon TCR stimulation, which
confirmed that canonical BMP signaling is autocrinally triggered during the activation of T
cells. Co-culture with mature dendritic cells and TCR-independent stimulation also induced
surface expression of BMPRIA. These results suggest that upregulation of BMP signaling could
be an inherent mechanism induced by T cell activation independently of the stimulus. Support-
ing this data, a previous work showed low expression levels for several BMP receptors in
human peripheral blood CD4" T cells, being this expression greater in the CD45RA™ memory
T cell compartment [13]. Interestingly, intracellular staining revealed that the moderate per-
centage of BMPRIA™ resting CD4" T cells could be explained by preferential localization of
this protein in intra-vesicular compartments rather than at the cell surface. This phenomenon
has also been described in human peripheral blood NK cells [30] and is in line with the fact
that BMP receptors undergo constitutive endocytosis even in the absence of ligand [28].

Evidences of a pro-activation role of BMPs in T cells can be found in the literature. For
instance, mouse CD4" T cells primed in the presence of BMP2 or BMP4 showed higher prolif-
eration when re-stimulated with antigen presenting cells [12]. Also in the mouse model, differ-
ent members of the TGF-B superfamily, including BMPs, are able to increase the production of
IFN-y by CD8" T cells that takes place during antigen specific responses [14]. Our results show
that the proliferative response of naive CD4" T cells is regulated at least in part by autocrine
canonical BMP signaling. Both ligand neutralization and blockade of BMP receptor kinase
activity had a dose-dependent negative effect in the proliferative ratio, mainly caused by Go/G,
arrest, and not by an increment in apoptosis. Furthermore, active BMP signaling was strongly
associated with cell cycle progression as early as two days after TCR activation. This association
was partially lost in the CD25™ cell population after 4 days of stimulation, when the IL-2/IL-2R
positive feedback is the principal mechanism driving T cell proliferation [31, 32]. This suggests
that activation of BMP signaling would be advantageous during the early steps of activation
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while would be overcome by IL-2 signaling at later steps. Supporting this idea, we show that
BMP signaling blockade results in a strong inhibition of IL-2 expression at both mRNA and
protein levels. Moreover, proliferation of DMH1-treated T cells is completely recovered when
rhIL-2 is added to these cultures. Yoshioka et al [33] previously reported in mice that treatment
with the inhibitor of BMP signaling dorsomorphin also affects the proliferation of T cells
induced by TCR stimulation through impairment of IL-2 production. The authors and others
have pointed out Runx1, a target gene for BMP signaling, as the transcription factor regulating
IL-2 expression in these cells [34], although contradictory results have been published [35].
Also in support for the regulation of IL-2 expression by BMP signaling, it has been shown that
BMP2 and BMP4 can increase the frequency and activity of Treg, a Th subset strongly depen-
dent on IL-2 signaling [12]. Taken together, these evidences indicate a role of the canonical
BMP signaling in the regulation of T cell proliferation in response to anti-CD3/CD28 stimula-
tion via modulation of IL-2 expression.

The present study denote that autocrine BMP signaling is likewise involved in the prolifera-
tion of human CD4" naive T cells mediated by IL-7, a crucial factor for the homeostasis of
these cells [20]. IL-7 stimulation induced BMP2, 4 and 6 production and the consequent activa-
tion of BR-Smads on T cells, which was abolished when DMH1 was present. Inhibition of
BMP signaling negatively affected the IL-7-regulated homeostasis of T cells by two means:
reducing cell survival, one of the hallmarks of IL-7 signaling on T cells, and impairing the so-
called homeostatic proliferation. A direct role of BMPs regulating cell proliferation has been
extensively described in several cell types including thymocytes [8, 9], B cells [36] and mature
T cells [12, 13, 33]. Among the mechanisms mediating in this process, several authors have
pointed out the cell cycle inhibitor p27kip1 as a target for BMP signaling [33, 37-41]. Further-
more, p27kipl has been shown to play a crucial role in the homeostatic proliferation induced
by IL-7 on T cells and T-cell acute lymphoblastic leukemia cells [42, 43]. These evidences may
serve as a rational explanation for the lack of proliferation provoked by BMP signaling block-
ade, although further research will be necessary to prove them right.

On the other hand, autocrine BMP signaling is also involved in the regulation of IL-
7-induced cell survival, since DMHI1 treatment severely affects the cell viability induced by this
cytokine. This effect was probably caused by a failure to upregulate Bcl-2, an anti-apoptotic
protein normally induced by IL-7 [44] that is frequently targeted by BMP signaling [45-47]. In
addition, either delayed induction or enhanced degradation of Bcl-2 would explain the
observed reduction in Bcl-2 protein levels when BMP signaling was inhibited. Of note, addition
of BMP4 slightly increased the survival provoked by IL-7 (data not shown), showing opposite
effects to those observed when BMP signaling was blocked.

In addition, we have found that the upregulation of the chemokine receptors CXCR4 and
CCR9 induced by IL-7 is specifically impaired in the presence of DMH1. Among the range of
responses that characterized IL-7 stimulation on T cells, it has been described that this factor
could mediate specific T cell migration through the modulation of a number of homing recep-
tors [29]. Our results would suggest the involvement of the BMP pathway in the acquisition of
certain migratory capacities in response to IL-7 [48, 49], although further experiments will be
required to address this possibility.

The results shown in this study reveal an important role of the canonical BMP signaling in
human naive CD4" T cell biology that could be valuable for clinical application. On one hand,
the implication of BMP signaling in the earliest phases of T cell activation could provide a ther-
apeutic target for lymphoproliferative and autoimmune syndromes, such us graft-versus-host
disease and rheumatoid arthritis, in which control of T cell activation is essential. On the other
hand, given the direct role that IL-7 signaling plays in augmenting reactivity to self-antigens
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during lymphopenia because of excessive levels of IL-7 [50], manipulation of BMP signaling
might be considered for prevention of autoimmune diseases in lymphopenic individuals.

Supporting Information

S1 Fig. Surface and intracellular immunostaining for BMPRIA in ex vivo and stimulated
naive CD4" T cells. (Figure A) Determination by flow cytometry of surface (upper dot plots)
and intracellular (lower dot plots) BMPRIA expression in CFSE-stained T cells before and after
stimulation via TCR. Percentage of CFSE¥™BMPRIA™ cells is shown. Results are representative
of three independent experiments. (Figure B) Isolated CD4" T cells were attached to poly-L-
lysine coated glass slides and stained for surface CD4 and surface (upper panels) and intracellu-
lar (lower panels) BMPRIA and imaged by confocal microscopy. Similar stainings were
obtained in three independent experiments.
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Mesenchymal stem cells (MSCs) are key components of the bone marrow microenvironment which con-
tribute to the maintenance of the hematopoietic stem cell niche and exert immunoregulatory functions
in innate and adaptive immunity. We analyze the immunobiology of MSCs derived from acute lympho-
blastic leukemia (ALL) patients and their impact on NK cell function. In contrast to the inhibitory effects
on the immune response exerted by MSCs from healthy donors (Healthy-MSCs), we demonstrate that
MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients at diagnosis (ALL-MSCs) promote an efficient NK
cell response including cytokine production, phenotypic activation and most importantly, cytotoxicity.
Longitudinal studies indicate that these immunostimulatory effects of ALL-MSCs are progressively at-
tenuated. Healthy-MSCs adopt ALL-MSC-like immunomodulatory features when exposed to leukemia cells,
acquiring the ability to stimulate NK cell antitumor function. The mechanisms underlying to these func-
tional changes of ALL-MSCs include reduced production of soluble inhibitory factors, differential expression
of costimulatory and coinhibitory molecules, increased expression of specific TLRs and Notch pathway
activation. Collectively our findings indicate that, in response to leukemia cells, ALL-MSCs could mediate

Keywords:
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Tumor microenvironment

a host beneficial immunomodulatory effect by stimulating the antitumor innate immune response.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Introduction

Different studies have emphasized the relevance of bone marrow
microenvironment components in the development and mainte-
nance of hematological malignant disease as facilitators of tumor
development [1-5]. One of the key components of the marrow mi-
croenvironment are mesenchymal stem cells (MSCs). MSCs isolated
from healthy donors can suppress immune responses affecting a
broad range of cells, including T and B lymphocytes, natural killer
(NK) cells and dendritic cells (DCs) [6,7]. Therefore, the traditional

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; ALL-MSCs, MSCs derived from
low/intermediate risk ALL patients at diagnosis; ALL-MSCs+15, MSCs derived from
low/intermediate risk ALL patients at 15 days after initiation of therapy; ALL-
MSCs+35, MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients at 35 days after
initiation of therapy; DC, dendritic cells; Healthy-MSCs, MSCs from healthy donors;
MSCs, mesenchymal stem cells; NK, natural killer cells; OOT-MSCs, MSCs derived
from ALL patients without signs of disease and out of therapy; PBMC, peripheral
blood mononuclear cells.

* Corresponding author. Tel.: +34 91 394 71 66; fax: +34 91 394 13 96.

E-mail address: avicente@ucm.es (A. Vicente).

http://dx.doi.org/10.1016/j.canlet.2015.04.012
0304-3835/© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

view is that the suppression of immune responses by MSCs could
facilitate tissue remodeling, repair and control of autoimmune dis-
orders, but would be detrimental for other disease processes such
as cancer. However, in this scenario it is necessary to include recent
studies suggesting that MSCs possess the dual ability to suppress
and also activate the immune system depending on the stimulus.
These results suggest that MSCs, like macrophages, can be polar-
ized following specific TLR priming in MSC1, or cells that mostly
produce pro-inflammatory mediators, and MSC2 that express mostly
immunosuppressive factors [8].

Distinct studies have reported differences in the phenotype, pro-
liferation and differentiation ability, cytokine production or
immunomodulatory activity between MSCs isolated from pa-
tients with different hematopoietic disorders and healthy donors
[5,9-12]. In most cases, these alterations have been suggested to
somehow contribute to the pathogenesis of the disease and/or oc-
currence of relapse; however the progress in this area has been
hampered by the inability to propagate human disease in murine
xenograft models [13] except a recently published study for
myelodysplastic syndromes [5]. Regarding immunomodulatory func-
tions of patient MSCs, the results are very scarce and mainly related
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to T-cell regulation. MSCs derived from myeloma or chronic myeloid
leukemia patients inhibit T-cell proliferation with significantly less
efficiency than control MSCs [14,15]. More recently Wang et al.
[16] have described that MSCs from low-risk and high-risk
myelodysplastic syndrome patients exhibit different in vitro
immunomodulatory capacities on DC development. In addition, the
treatment of established tumors with primed-MSC attenuated tumor
growth and metastasis producing a more robust immune
response [17].

NK cells belong to the innate immune system and are potent cy-
totoxic and cytokine-producing effector cells in response to viruses
or malignant cells. Recent advances in the understanding of the mo-
lecular mechanisms governing NK cell maturation and activation
have allowed to initiate innovative antitumor protocols based on
allotransplantation of NK cells, mainly in different types of hema-
tological tumors [18]. In this context, the influence of tumor
microenvironment, including MSCs, in the function of both tissue
resident and donor allogeneic NK cells is a relevant issue to con-
sider in these antitumor therapies.

Previously, we have described the biological and functional fea-
tures of MSCs from pediatric patients affected by ALL [12]. In the
current study, we define the immunomodulatory behavior of MSCs
derived from newly diagnosed low/intermediate-risk ALL patients
on NK cells, the major effector cells of the antitumoral innate re-
sponse. Our results indicate that ALL-MSCs are able to adapt their
immunomodulatory properties in a cancer context increasing NK
cell cytolitic activity by different mechanisms, which involve both
soluble factors and cell-to-cell contacts, and thus contribute to the
clinical characteristics of the disease.

Table 1

Materials and methods
Patients and samples

The study was approved by the Ethic Committee of Clinical Research at Hospi-
tal Universitario Nifio Jesis and written informed consent was obtained from parents/
tutors. Patients were children diagnosed of ALL and treated with the PETHEMA
protocol (stands for Spanish Protocol for Malignant Hemopathies) [19,20]. Under this
protocol, age, blast counts, chromosomal translocations, ploidy and levels of resid-
ual disease at specific timepoints are factors that classified patients into risk groups.
Bone marrow samples were drawn at diagnosis (ALL-MSCs), and at 15 (ALL-
MSCs+15) and 35 days (ALL-MSCs+35) after initiation of therapy. Aspirates were also
obtained from three children with B-cell precursor ALL who recovered without signs
of disease and were out of therapy (OOT-MSCs) and from eight children with no he-
matological diseases (Healthy-MSCs). Table 1 details patient characteristics at diagnosis.

Mesenchymal stem cells

MSCs were isolated by the classical adhesion method and cultured as previ-
ously described [21]. Once the cultures reached 80-90% confluence, the cells were
recovered, counted and replated at a density of 5 x 103 cells/cm? and maintained and
expanded in MesenPRO-RS™ medium (Gibco, CA, USA). The harvested cells were
analyzed by flow cytometry for the expression of typical MSC and hematopoietic
cell markers (CD29, CD44, CD90, CD14, CD19 and CD34; Supplementary Fig. S1). All
experiments were performed with cells harvested between the 4th and the 7th
passages.

NK cell isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from buffy coats of
healthy donors (Centro de Transfusién, Madrid, Spain) by density gradient centrifu-
gation (Ficoll-Paque, Sigma, Spain). Isolation of CD56*CD16"* NK cells was performed
in a two-step procedure with a NK cell isolation kit (Miltenyi Biotech, Bergisch,
Germany) following the manufacturer’s instructions.

Clinical data for ALL patients. Patients were children diagnosed of ALL and treated with the PETHEMA protocol (stands for Spanish Protocol for Malignant Hemopathies
[19,20]. Under this protocol, children with low-risk ALL were 1-9 years old, had low cell counts, no t(9,22) or translocations involving the MLL gene, and had indetectable
levels of residual disease during therapy. Children with high-risk ALL had features of poor prognosis [t(9;22), MLL+, hypodiploidy, cell counts above 100,000/uL, mrd levels
above cutoff values]. Children who did not fit either of the previous 2 groups were classified as intermediate risk.

Patient Sex Age All-immunophenotype Risk Out of treatment
1 F 2 Pro-B ALL I No
2nd year-complete remission
2 M 6 Common precursor B-ALL L Yes
3rd year-complete
remission
3 F 5 Pre-B ALL I Yes.
4th year-complete remission
4 M 2 Pro-B ALL I Posttransplant. Haploidentical.
Intra-treatment relapse
5 M 10 Common precursor B-ALL L Yes
3rd year-complete
remission
6 M 10 Common precursor B-ALL L Yes
3rd year-complete remission
7 M 5 Common precursor B-ALL I No
2nd year-complete remission
8 F 4 Common precursor B-ALL I Yes
2nd year-complete remission
9 M 2 Pre-B ALL L Yes
In treatment-complete remission
10 M 2 Common precursor B-ALL I Posttransplant. Allogeneic.
Relapse. Allogeneic transplant.
11 M 6 Common precursor B-ALL L Yes
12 F 1 Pro-B ALL H No
t(4;11) Intra-treatment relapse and death
13 M 14 Common precursor B-ALL H No
t(9;22) Intra-treatment relapse
14 F 9 B-ALL I 1-year end of treatment follow up the sample
4th year-complete remission
15 M 10 B-ALL L 1-year end of treatment follow up the sample
4th year-complete remission
16 F 6 B-ALL I 1-year end of treatment follow up the sample

4th year-complete remission
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Co-culture assays

ALL-MSC and Healthy-MSC samples were seeded by duplicate in 24-well plates
at a density of 1 x 104 cells per well in MesenPRO-RS™ medium and allowed to adhere
overnight before adding allogenic NK cells at the indicated MSC:NK ratios. Co-
cultures were maintained in culture media supplemented with IL-12 (10 ng/mL;
ProSpec, East Brunswick, NJ, USA) and IL-15 (100 ng/mL; ProSpec). Where indi-
cated, Healthy-MSCs were treated with the inhibitor of PGE2 synthesis, NS-398 (5 uM;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and/or anti-TGF-B1 (10 ug/mL; R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) during cocultures with NK cells.

In cocultures between Healthy-MSCs and the B-precursor leukemic cell line NALM-
6, MSCs (1 x 10 cells/well) were allowed to adhere either at the bottom of 12-well
plates or to the lower side of transwell membranes (0.4 um pore size). After 3 hours,
in all cases leukemic cells were added to the upper compartment of the transwell
membranes and cultured for three days.

Cytotoxic assays

Cytotoxicity was measured using the Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche Di-
agnostics, Barcelona, Spain), following the manufacturer’s instructions. In brief, purified
NK cells derived from different donors were cultured in IL-12 and IL-15 either alone
or in the presence of ALL-MSCs or Healthy-MSCs as above mentioned. NK cells were
separately collected from the non-adherent layer and used as effectors in the cy-
totoxicity assays against K562 cell line. The cytotoxicity capacity of NK cells was
assessed by plating cells for 4 hours at different effector/target ratios.

Flow cytometry

The following mAbs conjugated to different fluorochromes were used for flow
cytometric analysis: CD14, CD16, CD19, CD25, CD29, CD34, CD40, CD44, CD56, CD69,
CD86, CD90, CD94, HLA-DR, HLA-E, NKG2A, NKG2D/CD314, NKp30/CD337, NKp44/
CD336, NKp46/CD335, KIR2DL+2L3/CD158b, KIR3DL1/CD158e, PD-L1/CD274 and PD-
L2/CD273 from R&D Systems, BD Biosciences (San José, CA, USA), Immunostep
(Salamanca, Spain) and BioLegend (San Diego, CA, USA). Immunofluorescence stainings
were performed as described previously [22]. Analyses were conducted in a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San José, CA, USA) from the Centro de
Citometria y Microscopia de Fluorescencia, UCM.

Apoptosis assays

After 12 hours of coculture, the proportion of apoptotic MSCs and NK cells were
determined by staining with Annexin-V-FITC (BD Biosciences) and propidium iodide,
according to the supplier’s instructions. Apoptotic cells were defined as annexin-
V-positive propidium iodide-negative cells.

Cytokine measurements

The concentrations of IFNy, TNFo and IL10 in the coculture supernatants were
determined by ELISA (BioLegend) according to the manufacturer’s instructions.

Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times in the course of disease were
seeded in 24-well plates at a subconfluent density of 1 x 104 cells/cm?. After 6 days,
culture supernatants were obtained and PGE2 and TFG-B concentrations were de-
termined by using an ELISA kit (R&D Systems) and a Cytometric Bead Array (CBA)
Flex Set system (BD Biosciences) respectively, according to the manufacturer’s
instructions.

Quantitative RT-PCR

Real-time PCR was performed with specific TagMan assays: Granzyme
(Hs00989184_m1), Perforin (Hs00169473_m1), PI9 (Hs00244603_m1), TLR3
(Hs00152833_m1), TLR4 (Hs00152939_m1), Jagged 1 (Hs01070032_m1), and Jagged
2 (Hs00171432_m1), all obtained from Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
as described previously [23]. GNB2L1 was used as endogenous control. Amplifica-
tions, detections, and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR System
(Centro de Gendmica, UCM). The Delta CT method was used for normalization to
GNB2L1 mRNA.

Statistical analysis

The Student t test was used for statistical analysis. Values of P<0.05 (*), and
P<0.01 (**) were considered to be statistically significant.

Results
ALL-MSCs increase functional capabilities of NK cells

We performed cytotoxic assays in which NK cells derived from
different donors were used as effectors after culture with IL-12 and

IL-15 either in the presence of Healthy- or ALL-MSCs. As ex-
pected, NK cells cultured alone could efficiently lyse K562 target
cells but a strongly reduced Kkilling capability was detected in all
samples analyzed when effector cells were cultured previously in
the presence of Healthy-MSCs (Fig. 1A). On the contrary, NK cells
cocultured with ALL-MSCs derived from eleven out of thirteen dif-
ferent ALL patients studied (nos. 1-11) displayed an increased
cytolytic activity compared not only to NK cells cultured with
Healthy-MSCs but also to those cultured alone (Fig. 1A). Similar
results were obtained when primary leukemia cells were used as
targets for NK cell mediated cytotoxicity (Fig. 1B). The effect of ALL-
MSCs to increase the lytic potential of NK cells was dose dependent
as shown in Fig. 1C. On the other hand, ALL-MSCs derived from pa-
tients numbers 12 and 13 differed in that behavior showing an
immunosuppressive capacity of NK cell-mediated cytotoxicity, similar
to that exhibited by Heatlhy-MSCs. Relevantly, both ALL-MSCs
samples corresponded to patients with high risk ALL (Fig. 1D).

The impact of ALL-MSCs on NK cell cytokine secretion was also
evaluated. Whereas the levels of the pro-inflammatory cytokines
IFN-y and TNF-o. were higher in supernatants recovered from NK
cells cocultured with ALL-MSCs respect to those cultured alone, with
Healthy-MSCs or high risk ALL-MSCs, the production of IL-10 was
comparatively reduced (Fig. 1E).

These results support the idea that MSCs derived from bone
marrow of patients with low/intermediate risk ALL are able to adapt
their immunomodulatory features promoting the NK cell cyto-
toxic activity and, notably, these properties persist in the absence
of leukemia cells.

Expression of activation markers on NK cells is not inhibited by the
presence of ALL-MSCs

In parallel to the functional changes described above, whereas
Healthy-MSCs significantly inhibited the cytokine-induced expres-
sion of activation markers, such as CD69 and CD25, and specific
activating NK cell receptors, such as NKp30 and NKp46, no signif-
icant differences were found when comparing the phenotypic profile
of NK cells cultured in the presence of ALL-MSCs and stimulated
NK cells cultured alone (Fig. 2A and B). Similar results were ob-
tained when the expression of granzyme and perforin was analyzed
(Fig. 2C). High risk ALL-MSCs (patients nos. 12 and 13) exhibited
again immunosuppressive properties inhibiting the acquisition of
NK cell activation markers, similarly to Healthy-MSCs (Fig. 2B).

NK cell viability was also analyzed and no significant differ-
ences were found after coculture with Healthy-MSCs or any of the
ALL-MSCs tested (Fig. 2D).

MSCs from treated patients progressively recover the
immunosuppressive capacities of Healthy-MSCs

We further evaluated whether the differential immunomo-
dulatory behavior on NK cell function observed between Healthy-
and ALL-MSCs obtained at diagnosis was maintained along the course
of disease. Although variability existed among individuals, in most
cases NK cells cocultured with ALL-MSCs+15 or ALL-MSCs+35 from
treated patients progressively exhibited a functional capability, mea-
sured in terms of cytotoxicity and cytokine production, more similar
to NK cells cocultured with Healthy-MSCs (Fig. 3A and B). However,
in about 20% of patients, MSCs isolated during chemotherapy treat-
ment showed immunostimulatory abilities higher than those
exhibited by diagnosis ALL-MSCs (Fig. 3A; Patient 7). On the
contrary, all analyzed OOT-MSC samples showed similar
immunosuppressive capacities to Healthy-MSC samples (Fig. 3C
and D).



A. Entrena et al./Cancer Letters 363 (2015) 156-165 159

">

Patient 4 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
240 40 40 40
=
20
% 30 30 30 30
Q
D 20 20 20 20
2 10 A 10 10 10
o NN‘A-——'A ‘--*'-i -
0 2:1 1:1 06:1 0 21 1:1 06:1 2:1 1:1 06:1 0 2:1 1:1 06:1 21 1:1 06:1
Effector: Target Ratio
I Media
Healthy MSCs
HEALL - MSCs
K562 LLA 1 LLA 2
C Patient 8
20 1:10 50 1:30 1:90 1:175 1:350
D 40 .
= =-=Media
£ 10 30 =—de=Healthy MSCs
g 20 =4=ALL - MSCs
Y20
X 10 A AT
0 0 e N N
21 11 06:1 2:1 1:1 0,6:10,3:1 221 1:1 0,6:10,3:1 2:1 1:1 0,6:10,3:1 2:1 1:1 0,6:10,3:1
Effector: Target Ratio
D Patient 13 E 160 i 200 IL10 00 INFe
70 180 * #
140 * [ 350
© 60 2120 160 300
£5s0 5 140 [
240 21001 pu-—-- M -1-1 120 250
'S 30 © 80 100+ p--=------ -1 200
[0} (0]
220 2 60 80 *# 150 I
X 10 T 40 60 100t pa----- 3
0 o 40
2:1 1:1 0,6:10,3:1 20 20 50
Effector: Target Ratio oo — oo — o —
O (P P & & P P & & PP &
®zb*®6\;®% \»\\o‘.f\ @0 *Q"o\;\&"o \@\ @0 *Qg\;@% ‘;\é\
> > )
S N W &
\ \ N
W W W

Fig. 1. Contrary to Healthy-MSCs, ALL-MSCs do not inhibit but induce NK cell effector functions. Purified NK cells were cocultured in 24-well plates in media supple-
mented with IL-12 (10 ng/mL) and IL-15 (100 ng/mL) in the absence or presence of Healthy-MSCs or ALL-MSCs. (A) Data show the cytotoxic activity of NK cell population
cultured for 12 hours either alone (media) or in the presence of Healthy-MSCs or ALL-MSCs (MSC:NK ratio, 1:30) before standard cytotoxicity assay against K562 target
cells at different effector-to-target ratios in duplicate wells. Data are representative of eleven different low/int risk ALL-patients and eight healthy donors. (B) Under the
same conditions described above, primary leukemia cells from two different patients were used as targets for NK cell cytotoxicity (effector:target ratio, 2:1). Results are
expressed as mean + SD of the percentage of lysis mediated by NK cells cultured with Healthy-MSCs or ALL-MSCs with respect to NK cells cultured alone (100%). NK cells
from three different healthy donors were used as effectors, and two different Healthy-MSCs and ALL-MSCs were used in the cocultures. (C) Cytotoxicity activity of NK cells
tested after coculture with different doses of either ALL- or Healthy-MSCs. NK cell cytotoxic activity stimulation with ALL-MSCs occurred in a dose-dependent manner. Data
are representative of four different ALL-MSC patients and four Healthy-MSC donors. (D) Cytotoxic activity of NK cells tested after coculture in the presence or absence of
high-risk of relapse ALL-MSCs or Healthy-MSCs. Data are representative of two high risk ALL-MSCs patients and five Healthy-MSCs donors. (E) Cytokine secretion profile of
NK cells cultured for 36 hours alone-Media or in combination with Healthy-MSCs, ALL-MSCs or high risk ALL-MSCs was measured by ELISA. Results are expressed as per-
centage of NK cytokine production cultured with Healthy-MSCs, ALL-MSCs or high risk ALL-MSCs with respect to NK cells cultured alone (100%). Data represent the mean + SD
of eight to thirteen independent experiments. Each experiment was performed with Healthy-MSCs and ALL-MSCs from different donors. (*p < 0.05, versus Healthy-MSCs;
#p <0.05, versus NK cells -Media-).

Similar susceptibility of ALL-MSCs and healthy-MSCs to NK cell-
mediated lysis

We analyzed whether the differences observed in our function-
al studies could be explained by an increased susceptibility

of ALL-MSCs to NK cell-mediated lysis. Fig. 4A shows that MSC
yield was similar in both culture types and in all MSC:NK cell ratios
tested. Similar levels of the granzyme B inhibitor PI-9 were
found in Heathy- and ALL-MSCs as shown by quantitative PCR
(Fig. 4B).
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Fig. 2. Phenotype and viability of NK cells after coculture with either Healthy-MSCs or ALL-MSCs. (A) Expression of different NK cell surface markers after culture of NK
cells with or without either Healthy-MSCs or ALL-MSCs for 36 hours. Solid histograms represent the expression of the indicated antigens on NK cells. Open histograms
represent the background fluorescence using isotype-matched irrelevant mAbs. A representative phenotypic analysis of eight independent experiments with a total of eight
ALL-MSCs samples and seven Healthy-MSCs samples is shown. (B) Bars represent the mean + SD of the percentage of positive cells for NK cell antigens from the eight in-
dependent experiments mentioned above. (C) mRNA levels for granzyme and perforin were determined by quantitative RT-PCR. Results represent the mean + SD of three
independent experiments. (D) The viability of NK cells cultured alone, with Healthy-MSCs or ALL-MSCs from low/intermediate and high risk patients was determined by
staining with Annexin V and Propidium lodide. Data represent the mean + SD from two to eight independent experiments. (*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus Healthy-

MSCs; #p < 0.05, ##p <0.01 versus NK cells).

MSCs respond to the presence of leukemia cells by modifying their
immunological properties

Next we investigate the relevance of leukemia cells in the ac-
quisition of the immunostimulatory features shown by ALL-MSCs.
Healthy-MSCs were cocultured in different conditions with NALM-
6, a human B cell precursor leukemia cell line, and then the
immunomodulatory effects of MSCs on NK function were ana-
lyzed. As previously shown, Healthy-MSCs inhibited the cytokine-
induced NK cell cytotoxic activity; however, when Healthy-MSCs
were previously cocultured with NALM6 leukemia cell line, the NK

cells exhibited a lytic activity similar to that shown by NK cells cul-
tured alone (Fig. 5). Similar, although less evident, were the results
obtained when MSC-leukemia cell contact was impeded using a
transwell chamber system (Fig. 5).

Changes in cytokine secretion and cell-to-cell interactions are
consistent with ALL-MSC-mediated immune stimulatory effects
on NK cells

TGF-B and PGE2 represent two of the most important soluble
mediators of MSC immunosuppressive effects [24]. Then, we
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Fig. 3. The immunostimulatory properties of MSCs derived from ALL patients are modified in the course of disease. MSCs isolated from the bone marrow of healthy donors
(n=28) and ALL patients at different times in the course of disease (n=11 patients and n =3 children out of therapy) were cultured for 12 hours with isolated NK cells. (A)
Cytotoxic activity of NK cells cultured alone-media or in the presence of either Heathy-MSCs or ALL-MSCs at different times in the course of disease (ALL-MSCs+15, ALL-
MSCs+35). Results show the different immunomodulatory behavior of MSC isolated at different times during the disease from different ALL patients. Three different ALL-
patients from a total of eleven were shown. In each experiment, same NK cell donor was used in all cultures. (B) Cytokine secretion profile of NK cells after coculture for 36
hours with Healthy-MSC and ALL-MSC at different times in the course of the disease. Note that the cytokine production is affected in the same way as the cytotoxic activity.
Cytokine secretion was measured by ELISA and represents the percentage of cytokine production after culture with Healthy-MSCs or ALL-MSCs at different times in the
course of the disease, with respect NK cell culture alone (100%). Results represent the mean + SD of MSC samples derived from six patients at different times during disease.
(C) Cytotoxic activity and (D) cytokine production of NK cells after coculture with MSC samples from 2-3 children out of therapy (OOT-MSCs). Remarkably, the cytolitic
effect exercised by NK, and its cytokine production, after coculture with the different samples from OOT-MSCs was equivalent to those observed with Heathy-MSCs. The
cytokine production was expressed as the percentage of values from NK cells cultured alone. (*p <0.05 versus Healthy-MSCs; #p < 0.05 versus NK cells).
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Fig. 4. Similar susceptibility of Healthy-MSCs and ALL-MSCs to NK cell attack. Healthy-
MSC and ALL-MSC were cultured with cytokine-activated NK cells for 12 hours. (A)
Percentage of Annexin~ IP- MSCs after coculture with NK cells at different MSC:NK
cell ratios. Data represent the mean (+SD) of seven independent experiments with
a total of five ALL-MSCs samples and three Healthy-MSC samples. (B) Gene expres-
sion in Healthy-MSCs and ALL-MSCs after coculture with NK cells (ratio 1:30).
Transcriptional levels of serpin PI9 genes were normalized to the endogenous control
GNB2L1. Data are expressed as mean + SD of duplicates of three independent
experiments.

comparatively analyzed the levels of both soluble factors on super-
natants from Healthy- and ALL-MSCs after six days in culture. In
agreement with their immunostimulatory abilities, ALL-MSCs pro-
duced significantly reduced levels of TFG-§ and PGE2 compared to
those found in Healthy-MSC cultures (Fig. 6A). Similar results were
obtained by qPCR (data not shown). Intermediate levels of these
factors were produced by MSCs isolated from patients after initi-
ation of therapy (Fig. 6A). However, only the blockade of TGF-f
activity significantly inhibited the immunosuppressive capacity of
Healthy-MSCs without reaching the immunostimulatory effects of
ALL-MSCs (Fig. 6B), suggesting the involvement of additional
mechanisms.

We also analyzed the expression of molecules relevant for the
immune function. Healthy-MSCs did not express co-stimulatory mol-
ecules like CD40 or CD86, but in contrast ALL-MSCs, particularly those
obtained at diagnosis, showed high levels of expression of both mol-
ecules (Fig. 6C and D). On the contrary, the constitutive expression
of the PD-1 ligands, PD-L1 and PD-L2, known to play a key role in
inhibiting the immune response, appeared notably downregulated
in ALL-MSCs (Fig. 6C and D). No changes in MHC class I or Il mol-
ecules were observed when comparing Healthy-MSCs and ALL-
MSCs (Fig. 6C and D). High risk ALL-MSCs showed a phenotypic
profile similar to that of Healthy-MSCs (Fig. 6C).

Previous studies have reported that the differential stimulation
of MSCs via TLR-3 or TLR-4 results in an immunosuppressive or
immunostimulatory signature respectively, and these effects were
suggested to be mediated at least in part by the Notch ligand
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Fig. 5. Influence of the leukemia cells on the immunomodulatory properties of MSCs.
Healthy-MSCs were cocultured with the leukemia cell line NALM6 (MSC:leukemia
cell ratio, 1:30) in two different culture conditions: MSCs in contact with NALM6
cells (cell-to-cell contact) or separated by a transwell membrane (soluble factors).
After three days of coculture, Healthy-MSCs were replated and cultured with NK cells
from three healthy donors. Cytotoxic activity after 36 hours of coculture is shown
(effector:target ratio, 2:1). Data are the mean + SD of three different Healthy-MSC
samples. (*p <0.05, **p < 0.01 versus Healthy MSCs; no significant differences were
found when comparing Healthy-MSCs-Leukemia cells-contact/no contact versus Media
and Healthy-MSCs-Leukemia cells-contact versus Healthy-MSCs-Leukemia cells-
no contact).

Jagged-1 [8]. We therefore analyzed, in Healthy- and ALL-MSCs, the
expression of TLR3 and TLR4 as well as that of Jagged-1 involved
downstream of TLR signaling [8,25]. TLR4 expression was signifi-
cantly higher in ALL-MSCs at diagnosis and concomitantly the
expression of Jagged 1 also appeared increased compared to Healthy-
MSCs (Fig. 6E). In addition, when cytokine-activated NK cells were
treated with the y-secretase inhibitor DAPT in the presence of
Healthy-MSCs or ALL-MSCs, it was evident that the blockade of Notch
signaling could reverse the effects induced by ALL-MSCs (Fig. 6F)
suggesting that the Notch pathway could be mediating, at least par-
tially, the immunostimulatory effects of ALL-MSC on NK cells.

Discussion

In the present report we proposed to carry out a detailed anal-
ysis of the immunological characteristics of MSCs derived from
pediatric patients suffering ALL, with special emphasis on their dif-
ferential capacity for stimulating NK cell responses in comparison
to Healthy-MSCs. Although most studies have emphasized an im-
munosuppressive effect of MSCs, we found that all samples of ALL-
MSCs derived from bone marrow of patients with low/intermediate
risk leukemia at diagnosis enhanced the NK cell antitumor cyto-
lytic activity and their pro-inflammatory cytokine production.
Notably, these properties persisted in the absence of ALL cells. On
the contrary, ALL-MSCs derived from patients with high-risk leu-
kemia were able to inhibit NK cell function similarly as did MSCs
from healthy donors. Therefore, our current findings open the pos-
sibility that a differential immunomodulatory behavior of MSCs from
low/intermediate risk or high risk leukemia patients might be rel-
evant for the control and progression of disease, contributing to its

Fig. 6. Mechanisms which mediate the immunomodulatory properties of ALL-MSCs. (A) Supernatants of Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times in the course of
the disease were collected after six days of culture and PGE2 and TGF-f production determined by ELISA and CBA system, respectively. Data are the mean + SD of seven to
ten ALL-MSCs and six Healthy-MSCs samples. (B) Purified NK cells were stimulated with IL-12 and IL-15 and cocultured with ALL-MSCs or Healthy-MSCs (MSC:NK cell ratio,
1:30) treated with the PGE2 inhibitor NS-398 and/or anti-TGF-f. Results are expressed as mean + SD of three independent experiments using four Healthy-MSCs and three
ALL-MSC samples. The percentage of lysis mediated by NK cells cultured in the different conditions with respect to NK cells cultured alone (100%) is shown. (C) Healthy-
MSCs, ALL-MSCs at different times during the disease and high risk ALL-MSCs were cultured for six days and analyzed by flow cytometry for the expression of different
immunomodulatory molecules. Percentage of positive cells is indicated in the histograms. (D) Bars represent the mean + SD of the percentage of positive cells for
immunomodulatory molecules from five different MSC samples in each group. (E) Quantitative RT-PCR analysis of the expression of the Toll-like receptors TLR3, TLR4 and
Notch ligand Jagged-1, Jagged-2, in Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times during the disease. Gene expression was normalized to GNB2L1, used as endogenous
control. Data are the mean + SD of seven to ten ALL-MSCs and six Healthy-MSCs samples. (F) Cytokine-activated NK cells were cultured during 36 hours alone (media) or in
the presence of either Healthy-MSCs or ALL-MSCs treated with or without the y-secretase inhibitor IX DAPT (50 uM) and assayed in a 4-hour standard cytotoxicity assay
against the K562 target cells at different effector-to-target ratios in duplicate wells. Data are representative of two independent experiments with a total of four ALL-MSC
samples and two Healthy-MSC samples. (*p < 0.05, **p <0.01 versus Healthy-MSCs; #p < 0.05 versus ALL-MSCs; (F) **p <0.01 versus DAPT treatment).
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clinical characteristics. In correlation, we have recently described
that the phenotype of bone marrow NK cells from low/intermediate
and high risk as well as relapsed ALL patients is significantly dif-
ferent, exhibiting the NK cells derived from patients with worse
prognosis, a reduced expression of activation markers as well as
natural cytotoxicity receptors and increased levels of the inhibito-
ry receptors [22]. Recently, Wang et al. [16] have also described a
differential immunoregulatory role of bone marrow-derived MSCs
from patients with low-risk and high-risk myelodysplastic syn-
dromes on DC development. In agreement with our current results,
MSCs derived from patients with a better prognosis induced an in-
creased DC functionality [16]. Other studies have used MSCs derived
from patients with either chronic myeloid leukemia, multiple
myeloma or myelodisplastic syndromes to analyze their effects on
T cell function. Remarkably, in those cocultures, T cell activation was
significantly higher than that exhibited by T cells cocultured with
Healthy-MSCs [14,15,26,27]. In contrast, Conforti and colleagues have
reported that MSCs isolated from ALL patients exert anti-
inflammatory effects similar to those of Healthy-MSCs [28]. All
together, these results suggest that bone marrow MSCs derived from
patients with hematological malignancies exhibiting better prog-
nosis could modify their immunological face to promote an effective
immune response.

An important issue on the observed behavior of ALL-MSCs is to
know whether their differential properties are primary or ac-
quired by MSCs after contacting with leukemia cells. In this sense,
our results indicate that Healthy-MSCs adopt the immunomodulatory
features of ALL-MSCs when exposed to NALM6 leukemia cells,
acquiring the ability to stimulate the NK cell antitumoral func-
tion, presumably to facilitate the elimination of leukemic cells. On
the contrary, when MSCs were cocultured with TOM-1, a B-ALL cell
line with high-risk cytogenetics (bcr/abl positive), their effects on
NK cell function were immunosuppressive and similar to those ex-
hibited by Healthy-MSCs without previous contact with leukemia
cells (our unpublished results). These results are in agreement with
earlier reports which showed changes in the phenotype and mainly
in the cytokine production by bone marrow stromal cells from he-
matological patients and healthy donors induced by myeloma tumor
cell lines or myelodisplastic cells [5,9,29,30]. As suggested by Liotta
and colleagues in the context of an infectious process [25], MSC
samples obtained from low/intermediate risk patients at diagno-
sis could be then responding to tumor derived signals that represent
a potential harm to the host, by modulating an efficient immune
response. In this sense, ALL-MSCs isolated from children during
therapy progressively show immunomodulatory features more
similar to those of MSCs from healthy donors, which probably re-
flects the renewal of MSCs in a leukemia-free bone marrow after
months of chemotherapy. Additional studies are thus necessary to
define the mechanism by which ALL may alter the immunoregulatory
phenotype of MSCs.

As it has been described for different immune cells, MSCs could
develop an immunosuppressor, MSC2, or immunostimulator, MSC1,
phenotype, depending on the microenvironment-derived signals.
Waterman and colleagues have therefore proposed that MSCs exhibit
immunosuppressor characteristics until a pro-inflammatory role is
required. At that moment, specific TLRs, cytokines and/or cell-to-
cell interactions induce changes in the MSC phenotype which acquire
immunostimulatory capabilities [8]. Our results indicate that those
redundant mechanisms underlying the MSC-mediated inhibitory
effects are reduced or abolished in ALL-MSCs. The changes include
a significant decrease in the production of PGE2 and TGF-f, soluble
factors that have been suggested to play a role in healthy MSC-
mediated suppression of NK cell function [7]. Similar results have
been described for MSCs derived from patients with myelodysplastic
syndromes [16,26]. In relation to cell-cell contact-mediated mecha-
nisms, we also observed a reduced expression of PD-L1 or PD-L2

on ALL-MSCs. Since the activation of the PD-1/PD-L1 signaling axis
leads to inactivation of NK cell in multiple myeloma [31], it is not
unlikely that the down-regulation of PD-L expression observed on
ALL-MSCs has a positive impact on NK cell function, as demon-
strated in other cell coculture systems [32].

TLR4 priming promotes MSC survival and triggers the induc-
tion of pro-inflammatory cytokines and chemokines, therefore
providing a mechanism to block the immunosuppressive activity
of MSCs and to restore an efficient immune response in different
pathological conditions [17,25,33,34]. Interestingly, Waterman and
colleagues demonstrated antitumoral effects of TLR4-primed MSCs
using a human ovarian cancer xenograft immune-competent model
[17,35]. In correlation, our results indicate that ALL-MSCs show an
augmented TLR4 expression whereas other TLRs do not show a
modified expression respect to Healthy-MSCs. To our knowledge
no information exists about possible TLR signaling changes in
MSCs derived from other hematological or non-hematological
malignancies.

Finally, our results also indicate a similar kinetics of expression
between TLR4 and the most representative Notch1 ligand in MSCs,
Jagged-1, during the course of ALL. A cross-talk between TLR4 and
Notch1 pathways has been described in different cell types, and in
most studied systems Notch1 signaling appears to modulate the
production of proinflammatory cytokines in response to LPS stim-
ulation [36]. Supporting these data, we demonstrate that the
inhibition of the Notch1 pathway results in a neutralization of the
immunostimulatory effects of ALL-MSCs, suggesting that, at least
partially, Jagged 1 is involved in the capacity of ALL-MSCs at diag-
nosis to stimulate the NK cell antitumor activity.

Altogether, our current results demonstrate a differential be-
havior of MSCs from ALL patients, urging to review the generally
accepted concept that MSCs mostly have a deleterious role in the
tumor context. Instead, MSCs could initially protect the host in low/
intermediate risk leukemia, promoting the immune response and
therefore restraining tumor progression, whereas in high risk leu-
kemia they would remain as immunosuppressive cells.
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A discrete population of IFN A-expressing BDCA3"
dendritic cells is present in human thymus

Victor G Martinez!, Noelia M Canseco!, Laura Hidalgo, Jaris Valencia, Ana Entrena, Lidia M Ferndndez-Sevilla,
Carmen Hernandez-Lépez, Rosa Sacedon, Angeles Vicente! and Alberto Varas!

Human thymus contains two major subpopulations of dendritic cells (DCs), conventional DCs (cDCs) and plasmacytoid DCs
(pDCs), which are mainly involved in central tolerance and also in protecting the thymus against infections. In blood and
peripheral organs cDCs include the subpopulation of BDCA3" DCs, considered as equivalents to mouse CD8«a* DCs. In this
study we describe in human thymus the presence of a discrete population of BDCA3" DCs that, like their peripheral
counterparts, express CD13, low-intermediate levels of CD11c, CLEC9A, high levels of XCR1, IRF8 and TLR3, and mostly

lack the expression of CD11b, CD14 and TLR7. Thymic BDCA3" DCs display immature features with a low expression of
costimulatory molecules and HLA-DR, and a low allostimulatory capacity. Also, BDCA3" DCs exhibit a strong response to TLR3
stimulation, producing high levels of interferon (IFN)-A1 and CXCL10, which indicates that, similarly to thymic pDCs, BDCA3M
DCs can have an important role in thymus protection against viral infections.

Immunology and Cell Biology advance online publication, 10 March 2015; doi:10.1038/icb.2015.22

Thymic dendritic cells (DCs) are highly specialized antigen-presenting
cells with specific functions including induction of central tolerance
through negative selection of self-reactive thymocytes and promotion
of regulatory T (Treg) cell differentiation."? Plasmacytoid DCs (pDCs)
and conventional DCs (cDCs) are the two major DC subpopulations
described in human thymus.>=> Thymic pDCs are found in both the
thymic cortex and the medulla and are phenotypically defined as
HLA-DR™ CD123" CD45RA* cells lacking expression of CD13 and
CDllc. They are considered as immature DCs owing to their low
expression of costimulatory molecules that are strongly upregulated
after activation.>™ A population of thymic mature activated pDCs has
been recently described ex vivo and their involvement in Treg cell
development has been demonstrated.® Like peripheral blood pDCs,
thymic pDCs secrete interferon (IFN)-a in response to viruses
indicating that these cells also have a role in protecting the thymus
against viral infections.>” Unlike pDCs, thymic cDCs are defined as
HLA-DR* CD13* CDl11c" cells expressing CD45RO rather than
CD45RA and are found mainly within the thymic medulla and at
the corticomedullary border. They can be subdivided in two main
subsets, immature and mature cDCs, based on the differential
expression of HLA-DR and DC-LAMP,®> CD11b® and CD14,* along
with their expression of costimulatory molecules. Functionally, it is
assumed that cDCs have an important role in the elimination of self-
reactive thymocytes? and also thymic immature cDCs have been
demonstrated to strongly induce the proliferation and differentiation
of suppressive Treg cells after activation with Hassall’s corpuscles-
derived thymic stromal lymphopoietin (TSLP).?

In the periphery, ¢DCs can be separated into BDCAI* and
BDCA3M DCs,®!'! and a recent comparative genomic analysis have
indicated that human blood BDCA3" DCs have a transcriptional
signature that resembles that of mouse CD8a* DCs, suggesting that
BDCA3M DCs might be functionally related to this lineage.'> The
finding of the equivalence between CD8ar* and human BDCA3" DCs
was supported by the identification of markers that are expressed on
both DC subsets including CLEC9A/DNGR-1, XCR1, Necl2/CADM1
and TLR3, as well as the lack of expression of other markers such as
CDI11b and TLR7.13-15 Although now controversial, the functional
hallmarks of BDCA3M DCs seem to be IL12p70 secretion, cross-
presentation ability and mainly IFN-A production.!>!® Apart from
blood, BDCA3M DCs have been also found in several peripheral
organs, such as lung, liver and skin,? and lymphoid tissues including

L1417 However no

spleen, lymph nodes, tonsils and bone marrow.
study has yet analyzed the existence of BDCA3M DCs in human
thymus, although Vandenabeele et al® indicated that the thymic
CD11b~ DC subpopulation had similarities to murine CD8a* DCs,
the major DC subpopulation appearing in mouse thymus.! In the
current study we describe in the human thymus a population of
BDCA3M DCs showing remarkable similarities with BDCA3M
CLEC9A™ DCs present in human peripheral organs. We also show
that thymic BDCA3" DCs highly produce IFN-A in response to
TLR3 stimulation suggesting that they can share with thymic
pDCs the role of protecting the thymus gland against microbial
infections.
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Figure 1 Phenotypic and functional analysis of BDCA3"' DR* and BDCA3* DR" human thymic DC subsets. (a) Thymocyte suspensions were enriched in non-
T cells and among the Lin~ (CD34, CD3, CD56, CD19) CD13* cells two different DC subpopulations were found according to their BDCA3 and HLA-DR
expression. (b) Differential expression of several cell markers in BDCA3" DR* and BDCA3* DRM DC subsets. Light-gray filled histograms represent
background fluorescence. For comparison, the black-filled histogram shows the high expression of CD123 exhibited by thymic pDCs. Similar staining patterns
were obtained in two to eight different experiments. (c) BDCA3" DR+ and BDCA3* DR" DCs were analyzed for the expression of costimulatory molecules
(CD40, CD80 and CD86) and CD83. Dotted lines represent the fluorescence background. Percentages of positive cells and mean fluorescence intensities are
indicated in each histogram. (d) cDC subsets were isolated from human thymus and co-cultured with CFSE-stained naive CD4* T cells at different DC:T cell
ratios. After 6 days of culture cell proliferation was assessed by flow cytometry. Data are representative of two to three independent experiments.
(e,f) BDCA3" DR* and BDCA3* DR DCs were isolated and mRNA levels for XCR1 (e), IRF4 and IRF8 (f) were determined by quantitative RT-PCR. Results
represent the mean (+s.d.) of four samples pooled from two independent experiments. GNB2L1 was used as endogenous control. (g) Thymocyte suspensions
were cultured with horse heart cytochrome C or vehicle for 24 h and the percentage of specific apoptosis was calculated as described in methods. The mean
(+s.d.) of three samples is shown (*P<0.05, by ttest). (h) Internalization of Lucifer Yellow was analyzed after 4 h of incubation at 37 °C (black histograms)

or 4 °C (gray histograms). One representative out of three independent experiments is shown.

RESULTS AND DISCUSSION
Human thymus contains a population of BDCA3" CLEC9A*
XCR1* dendritic cells
The analysis of BDCA3 expression in the CD13* thymic DC
population allowed to distinguish two main subpopulations of ¢DCs,
defined as BDCA3" HLA-DR" DCs and BDCA3* HLA-DRM DCs
(Figure 1a). Although variability exists among individuals, in most of
the thymus samples analyzed the BDCA3M HLA-DR* DC subpopula-
tion tended to be less abundant (0.019 +0.015% of total thymic cells;
range 0.0003-0.055%; n=22) than that of BDCA3"* HLA-DRM DCs
(0.031 £0.024% of total thymic cells; range 0.0006-0.084%; 1 =22).
The phenotypic analysis showed that both cDC subsets exhibited
distinct antigenic profiles. The C-type lectin CLEC9A has been
demonstrated to be selectively expressed by BDCA3" DCs from blood
and peripheral lymphoid and non-lymphoid tissues®' %17 and, in
concordance with these results, we found that the expression of
CLEC9A was mainly confined to the thymic BDCA3" HLA-DR* DC
subset (Figure 1b). Also in line with previous reports,!* BDCA3M
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HLA-DR" DCs mostly lacked expression of CD11b, CD14 and CD1a
and expressed low to intermediate levels of BDCAl and CDllc
(Figure 1b). In contrast, the subpopulation of BDCA3* HLA-DRM
DCs were mostly positive for CD11b, CD14 and CDla and expressed
high levels of BDCAl and CDllc (Figure 1b). Both thymic DC
subpopulations exhibited a similar expression of CD45RO, DEC205
and DC-SIGN and did not express CD7, CD45RA or high levels of
CD123 (Figure 1b).

The expression of costimulatory molecules was also analyzed
showing that BDCA3" HLA-DR* DCs expressed lower levels of
CD40, CD80, CD86, as well as CD83 than BDCA3™ HLA-DRM DCs
(Figure 1c). Accordingly, the BDCA3M HLA-DR* DC subpopulation
exhibited a lower capacity to stimulate T cell proliferative responses
(Figure 1d). These results, along with the fact that BDCA3" HLA-DR*
DCs expressed lower levels of HLA-DR, seemed to indicate that this
DC subset includes less mature DCs. Bendriss-Vermare et al.® and
Schmitt et al* described in the human thymus populations of
immature DCs, defined as HLA-DRI™ CDI11ct DCs and CDI1lc*
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Figure 2 BDCA3" DR* DCs highly express IFN-A and CXCL10 in response to TLR3 stimulation. (a) BDCA3" DR* and (b) BDCA3* DR DCs were isolated
and mRNA levels for TLR1-9 were determined by quantitative RT-PCR. Results represent the mean (+s.d.) of four samples pooled from two independent
experiments. GNB2L1 was used as endogenous control. (c—e) BDCA3" DR* and BDCA3*+ DR DCs isolated from human thymus were stimulated with TLR1
(Pam3) or TLR3 (Poly I:C) agonists. After 12h of culture, mRNA expression levels for IFN-A1 (c), CXCL10 (d) and IFN-al (e) were determined by
quantitative RT-PCR and compared with that observed ex vivo (Oh). (e) For comparison, pDC IFN-al expression before and after 12 h of culture with the
indicated stimulus is represented. The mean (+s.d.) of duplicates in three independent experiments is shown. GNB2L1 was used as endogenous control.
(f,g) Supernatants of stimulated DCs were assayed for protein levels of IFN-A1 (f) and CXCL10 (g). Data from three independent experiments are shown.

CD14~ DCs, respectively, and expressing low levels of costimulatory
molecules and low allostimulatory capacity. It is likely that BDCA3M
HLA-DR* DCs could be included in those subpopulations. Also, it has
been demonstrated that the subpopulation of immature CD11ct DCs

when stimulated with TSLP, a cytokine produced by the Hassall’s
corpuscles, upregulate HLA-DR, DC-LAMP and the costimulatory
molecules CD80 and CD86, acquiring a phenotype similar to that
described for mature thymic DCs.>® In agreement with these results,
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BDCA3" HLA-DR* DCs constitute the thymic DC subset containing
the highest proportion of TSLP receptor-positive cells (Figure 1b).
However, the subset of CD11b~ human thymic DCs was reported to
comprise mature DCs.> This discrepancy with our results could be
explained by the fact that the CD11b~ DC subpopulation includes a
highly variable proportion of DCs expressing high levels of BDCA3.

The chemokine receptor XCR1 has been described as a specific
marker for BDCA3M CLEC9A* human peripheral DCs, as well as
homologous DC populations in other mammalian species.'>'® When
the expression of XCRI1-encoding mRNAs was analyzed in sorted
thymic DC populations, it was evident that BDCA3M HLA-DR* DCs
expressed high levels of XCRI in comparison with the very low
expression observed in BDCA3" HLA-DRM DCs (Figure 1e). Similarly,
IRF8 has been also demonstrated to be selectively expressed in
BDCA3" DC populations,!»#1? and we found that thymic BDCA3M
HLA-DR* DCs showed a high expression of IRF8 and low or
undetectable expression levels of IRF4!* (Figure 1f).

The cross-presentation ability was tested using the cytosolic
translocation assay described previously’®?! and based on the fact
that cross-presenting DCs transfer exogenous proteins into their
cytosol. Thymic DCs were then incubated with horse cytochrome c,
which can induce caspase-dependent apoptosis upon translocation to
the cytosol, and as shown in Figure 1g the proportion of cells
becoming apoptotic after incubation with cytochrome ¢ was higher
in the BDCA3M HLA-DR* DC subset. Both thymic DC subpopula-
tions captured soluble proteins similarly, as shown by the efficient
internationalization of Lucifer yellow (Figure 1h), which indicates that
BDCA3" HLA-DR* DCs deliver internalized cargo to their cytosol
more efficiently than BDCA3* HLA-DRM DCs.

The results shown above indicate that thymic BDCA3" HLA-DR*
DCs exhibit remarkable similarities with BDCA3M CLEC9A* DCs
present in human peripheral blood and lymphoid and non-lymphoid
organs, and because the BDCA3M CLEC9A* DCs are considered as
equivalents of mouse CD8o™ DCs,! " it is not unlikely to think that
human thymic BDCA3" HLA-DR* DCs could be homologous to the
CD8a™ DC subset appearing in the murine thymus. These CD8o*
DCs are assumed to be a resident DC subpopulation which arise from
thymic progenitors,?? therefore, we next examined whether BDCA3M
HLA-DR* DCs could be generated from human intrathymic precursor
cells. The culture of CD34*CDla” thymic precursors in
multicytokine-supported cultures allowed their differentiation into
BDCA3* HLA-DRM DCs, as previously described,?® and also into
BDCA3M HLA-DR* DCs. This latter subpopulation expressed
CLEC9A, lacked CD11b and showed a lower expression of CDla
and BDCAL, as their in vivo counterparts (Supplementary Figure SI).

TLR3 stimulation of thymic BDCA3" DCs highly upregulates IFN-A
and CXCL10
To gain some insight into the function of thymic BDCA3M DCs their
TLR expression profile was also examined. In agreement with previous
repor’[s,lo’u’14 BDCA3M HLA-DR' DCs exhibited a more restricted
TLR gene expression pattern showing high levels of TLR3 and very
low or undetectable levels of TLR2, 4, 5 and 7 (Figure 2a). Low levels
of TLR8 and TLRY were also detected (Figure 2a), being TLR9
expression controversial because blood BDCA3M DCs appear to
respond to CpG in spite of an apparent lack of TLR9 mRNA
expression.m’11 Unlike BDCA3M DCs, TLR4 and TLR5 were the most
highly expressed TLRs in the BDCA3" HLA-DRM DC subset
(Figure 2b).

Functionally, BDCA3" CLEC9A* DCs are beginning to be con-
sidered key players in the induction of antiviral and antitumor
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immunity. It has been shown that, upon TLR3 stimulation, BDCA3M
DCs, as well as mouse CD8a* DCs, are the major producers of
IFN-},'62425 3 cytokine that has antiviral and antitumoral activity and
modulates adaptive immunity.2%?’ In addition, BDCA3" DCs stimu-
lated with Poly I:C produce high levels of the chemokine CXCL10,%!!
which has an important role in the generation of antiviral
immunity.?$?° A prominent production of IFN-a, having an impor-
tant role in immune reactions to viral infection,’® has been also
recently described for BDCA3M DCs after dsRNA recognition.>! We
therefore analyzed the expression of IFN-A, CXCL10 and IFN-a in
thymic BDCA3" HLA-DR* DCs after stimulation with the TLR3
ligand Poly I:C. Figure 2c shows that IFN-Al expression was highly
induced in BDCA3" HLA-DR* DCs stimulated with Poly I:C but not
Pam3, the ligand for TLR1 which was also considerably expressed in
this DC subset. In comparison, the expression of IFN-Al was
minimally upregulated in TLR-activated BDCA3* HLA-DRM DCs.
Likewise, the highest expression of CXCL10 could be detected in the
BDCA3M HLA-DR* DC subset after TLR3 activation (Figure 2d).
Minimal or undetectable levels of IFN-o were found in both thymic
DC subpopulations stimulated via TLR3 or TLR1 (Figure 2e). These
results were corroborated at the protein level (Figures 2f and g). It
should be noted that a role for RLHs in this process could not be
discarded as it has been reported that the ectopic expression of
components of RIG-I signal transduction pathway induces the
activation of IFN-A1 promoter.>?

These data showing a strong response of thymic BDCA3M
HLA-DR" DCs to Poly I:C, along with the expression of IFN-)A and
CXCL10, suggest that this DC subpopulation could have an important
role in the antiviral defense also in the thymus. Although traditionally
considered as an immune-privileged site, it is now clear that the
thymus is a target of infection by microbes including viruses (such as
HIV, influenza virus, human cytomegalovirus and so on) and also
bacteria, fungi and parasites which directly or indirectly can reach the
thymus.?3 BDCA3" HLA-DR* DCs could then function in the steady-
state thymus as immune sentinels while concomitantly could also
develop functions related to T cell differentiation, as the induction of
the generation of FOXP3" Treg cells.>®3* After thymic infection,
BDCA3M HLA-DR* DCs would become activated and produce
prominent amounts of IFN-A and CXCL10 to control viral replication
and spread. The elevation of CXCL10 levels could further contribute
to the recruitment of CXCR3" Ag-specific T cells into the thymus to
initiate the adaptive phase of the immune response.®> Similarly,
thymic pDCs are able to induce Treg cell differentiation in steady-state
situations®*® and produce high amounts of IFN-« after influenza virus
stimulation® or HIV infection in order to suppress virus replication.”-’
Future work will be focused on the possible cooperation between these
thymic DC subsets with antiviral functions and their possible cross-
talk with other components of the innate immunity, such as NK cells
that co-localize with pDCs in the human thymus and express after
activation notable levels of XCL1 (our unpublished data), which is able
to attract XCR1* DCs.

METHODS

Isolation of human thymic DCs

Human thymus samples from patients aged 1 month to 4 years undergoing
corrective cardiac surgery were obtained and used according to the guidelines of
the Medical Ethics Commission of Madrid-Monteprincipe and 12 de Octubre
hospitals. Informed consent was provided according to the Declaration of
Helsinki principles. Thymuses were dissected free of surrounding connective
tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until completely
disaggregated. Thymocyte suspensions were enriched in non-T cells by using



the sheep red blood cell rosetting technique and the resulting cell suspensions
were used for phenotypic analyzes and for isolation of Lin~ BDCA3M HLA-DR*
and Lin~ BDCA3* HLA-DRM DCs (purity>97%) using a FACSAria IIT cell
sorter (BD Biosciences, San José, CA, USA) from the Centro de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia (Universidad Complutense de Madrid). When
indicated Lin~ CD123" HLA-DR* DCs were sorted from the non-T cell
enriched suspensions.

DC Culture

Isolated thymic DC subsets (10° cells per ml) were cultured in RPMI-1640
supplemented with 10% fetal calf serum and stimulated for 12 h in the presence
of Poly I:C (12.5pgml™!) and Pam3CSK4 (1 pgml~!, both from Invivogen,
San Diego, CA, USA).

Freshly isolated DCs were used at different numbers as stimulators for
resting allogeneic naive CD4"™ T cells (2% 10°) isolated by magnetic sorting
(Miltenyi Biotec, Bergisch, Germany) from buffy coats (Centro de Transfusién
de la Comunidad de Madrid). Lymphocytes were labeled with 5pm CFSE
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) to determine their proliferative response by the
CFSE dilution method after 6 days of culture.

For DC differentiation experiments, intrathymic CDla~ CD34" precursor
cells were isolated as previously described®® and cultured for 6-10 days with a
cytokine cocktail containing rhIL-6 (5ngml™!), rhSCF (200 ngml '), rhIL-1p
(280 pgml~!), rhIL-7 (1000 ITUml™!), rthGMCSF (75ngml~!) and rhFLT3
ligand (100 ng ml~!) from Life Technologies (Grand Island, N'Y, USA), Prospec
(East Brunswick, NJ, USA) and NIBSC (Hertfordshire, UK).

Flow cytometry

Phenotypic characterization of thymic DC subsets was performed by flow
cytometry using the following fluorochrome-conjugated mAbs from BD
Biosciences, BioLegend (San Diego, CA, USA), Caltag (Buckingham, UK),
Immunostep (Salamanca, Spain) and Miltenyi Biotec: CD1a (HI149), BDCA1/
CDlc (Ll61), CD7 (CD7-6B7), CD11b (DCIS1/18), CD11c (Bly6), CD14
(M5E2), CD19 (HIB19), CD40 (5C3), CD45RA (HI100), CD45RO (UCHLI),
CD80 (BB1), CD83 (HB15e), CD86 (IT2.2), CD123 (9F5), BDCA3/CD141
(M80), DEC205/CD205 (MG38), DC-SIGN/CD209 (9E9A8), TSLPR (1B4) and
HLA-DR (1243 and GRBI). Biotin-conjugated anti-CLEC9A (kindly provided
by Dr D Sancho, CNIC, Madrid) was followed by fluorochrome-conjugated
Streptavidine (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Three- and
four-color immunofluorescence stainings were performed and conducted in a
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) (Centro de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia, Universidad Complutense de Madrid).

Cytosolic translocation assays

For the cytochrome c killing assay, non-T cell enriched thymocyte suspensions
were cultured with different concentrations of horse heart cytochrome c
(Sigma-Aldrich) or vehicle (H,O) for 24h and, after extensive washing,
apoptosis was measured in Lin~ BDCA3"M HLA-DR* and Lin~ BDCA3*
HLA-DRM DC subsets. Apoptotic cells were defined as PI-/Annexin* and the
percentage of specific apoptosis (%SA) was calculated as follows:

(%Apoptotic Cyt C — treated cells) — (YoApoptotic vehicle — treated cells)
Y%Apoptotic vehicle — treated cells

%SA = x 100

To test the ability to internalize Lucifer yellow, thymocyte suspensions were
cultured for 24h in complete medium and then pulsed with Lucifer Yellow
(1mgml™!) for 4h at 37°C or 4°C. Cells were extensively washed and the
percentage of Lucifer Yellow" cells was analyzed by flow cytometry in DC
subsets.

Real-time quantitative RT-PCR

RNA isolation and total ¢cDNA synthesis were performed as previously
described.’® Real-time PCR reactions for CXCL10, IFN-al, IFN-A1, IRF4,
IRF8 and TLR1-9 were performed in duplicates with pre-developed TagMan
assay reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to
manufacturer’s instructions. GNB2L1 was used as endogenous control.
Amplifications, detections and analyzes were performed in a 7.900HT Fast
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Real-time PCR System (Life Technologies) (Centro de Genémica, Universidad
Complutense de Madrid). The Delta CT method was used for normalization to
GNB2L1 mRNA.

Cytokine measurements

DC culture supernatants were collected after 12 h of stimulation and levels for
IFNAL and CXCL10 were assayed by ELISA (eBioscience, Hatfield, UK) and
Cytometric Bead Array Flex Set system (BD Biosciences), respectively.
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