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RESUMEN

RESUMEN

Introduccidn: La leucemia linfocitica crénica (LLC) se caracteriza por una acumulacion
en sangre periférica de linfocitos B CD5+. Progresivamente, los linfocitos se acumulan en los
organos linfoides, principalmente en los ganglios linfaticos, donde reciben sefiales de
supervivencia y migraciéon celular por parte de los componentes que conforman el
microambiente tisular. Entre ellos, la molécula transmembrana CD99 estd implicada en la
adhesién, migracion y trafico de proteinas de las células hematopoyéticas, y se postula como un
potencial objetivo terapéutico. Por otro lado, otra molécula implicada en las interacciones del
microambiente tumoral de la LLC es CD49d. Se trata de la subunidad a4 de la integrina a41
(VLA-4), es una molécula de adhesion que tiene un papel importante en el trafico celulary en la
proliferacién y supervivencia de los linfocitos B en la LLC. Existe una asociacion entre los niveles
de expresion de CD49d elevados con un curso clinico mds agresivo y peor prondstico. Asi, se ha
relacionado con la LLC y se ha demostrado como un regulador critico de la migracidn linfocitaria.
De tal forma que tanto CD99 como CD49d, son unos prometedores biomarcadores predictivos
de respuesta clinica tras terapia con inhibidores de la ruta del BCR como Ibrutinib, Idelalisib.
Ademas, la combinacidon de Ibrutinib con Venetoclax ha demostrado que actudan en diferentes
subpoblaciones de LLC minimizando la enfermedad en todos los lugares anatémicos.

Objetivos: En este contexto, y con el fin de encontrar tratamientos que impidan la
progresion de la LLC, el trabajo que conforma la presente Tesis Doctoral se organiza en torno a
3 objetivos principales: 1) la caracterizacién bioldgica de la expresion de CD99 y CD49d en el
ambiente estromal de células de pacientes con LLC sometidas al tratamiento in vitro con
Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax; 2) la valoracién de la influencia del microambiente en la
migracion y adhesion celular bajo el tratamiento con lbrutinib, analizando la migracién hacia
CXCL12 y la expresién de CD99 y CD49d en la adhesidn y en la migracién a través del endotelio.
3) la caracterizacién en las vias de sefializacion: andlisis de la influencia de lbrutinib en las rutas
de sefializacidon de AKT y de las MAPKs, en concreto ERK y p38 y valoracidn sobre las proteinas
implicadas en la apoptosis como Bcl-2 y Mcl-1.

Métodos: En este estudio se propone establecer el papel potencial de nuevos farmacos
dirigidos a dianas celulares especificas en el tratamiento de la LLC, mediante el andlisis de la
expresion de CD99 y CD49d en células de pacientes en tratamiento con lbrutinib, Idelalisib o
Venetoclax. Se analizaron un total de 55 pacientes y 5 donantes, recogidos en el Hospital Puerta
de Hierro secuencialmente entre 2018-2021. La evaluacion del nivel de expresidon de CD99 se
realizd mediante citometria de flujo (CFM) de las células de LLC, tanto individualmente como en
co-cultivo con las células estromales HS-5 y HS-27A. Asimismo, se evalud la quimiotaxis y la
migracion transendotelial hacia CXCL12. Ademads, el estado mutacional de los genes TP53 e IGHV
se estableci6 mediante secuenciacion masiva (NGS) y Sanger. El analisis de la sefializacidn
intracelular se llevo a cabo mediante ELISA de las proteinas AKT, ERK1/2 y p38 comparando la
forma fosforilada de la proteina con la proteina total bajo el tratamiento a las 2h y 24h con
Ibrutinib. Ademas, mediante Western blotting se establecidé el estado de las proteinas CD99, Bcl-
2 y Mcl-1 en células de LLC bajo el tratamiento con lbrutinib a las 24h y 48h. Se compard la
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influencia de lIbrutinib con Idelalisib y Venetoclax a las 24h en la expresidon de CD99, Bcl-2 y Mcl-
1.

Resultados: La administracion de lbrutinib, Idelalisib y Venetoclax, disminuye la
intensidad de fluorescencia de CD99 a las 24h y 48h en linfocitos B, T y monocitos. Por el
contrario, la expresion de CD49d no esta significativamente disminuida en ninguna de las tres
poblaciones. Ibrutinib disminuye a su vez la capacidad migratoria hacia CXCL12 de los linfocitos
B, T y monocitos, al igual que la capacidad de migracidon transendotelial a través de una
monocapa de células endoteliales HUVEC. A su vez, la expresién de CD99 y Mcl-1 disminuye a
las 24h con la administracién de Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax independientemente del
estado mutacional de IgHV y de TP53. Ademas, la exposicidn a Ibrutinib disminuye la expresion
de CD99 sin observarse cambios en Bcl-2.

Asimismo, la expresion de AKT como P38, tras la incubacién de las células de LLC con
Ibrutinib, disminuye a las 24h, al contrario que la expresién de ERK que disminuye a las 2h.

Conclusiones: Las células de LLC tratadas con lbrutinib, Idelalisib y Venetoclax en
contacto con el estroma, no presentan disminucién en los niveles de expresion de CD99 y CD49d.
Por el contrario, en ausencia de estroma, lbrutinib y Venetoclax disminuyeron
significativamente los niveles de expresién de CD99, sin que se observen diferencias con
Idelalisib tanto en pacientes como en muestras control de donantes. Ademas, lbrutinib
disminuye los niveles de expresidn de CD99 independientemente del estatus mutacional de
TP53 e IGHV en los linfocitos B. Mientras la expresion de CD49d permanece sin cambios
independientemente del estado mutacional de IGHV.

La quimiotaxis de las células de LLC hacia CXCL12 bajo el tratamiento con Ibrutinib
disminuye el nimero de células migradas y disminuye la expresidn de CD99 tanto en linfocitos
B como T, al igual que ocurre en la migracién transendotelial. Adema3s, tras el tratamiento con
Ibrutinib, los niveles de Mcl-1 disminuyen sin observarse cambios en Bcl-2, pese a mostrar un
aumento con venetoclax. En conjunto, la deteccién de las proteinas AKT y P38 muestran un
descenso a las 2h de incubacidn de Ibrutinib al contrario que ERK que disminuye a las 24h.
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Introduction: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by an accumulation
of CD5+ B lymphocytes in peripheral blood. Progressively, lymphocytes accumulate in the
lymphoid organs, mainly in the lymph nodes, where they receive signals of survival and cell
migration by the components that constitute the tissue microenvironment. Among them, the
transmembrane molecule CD99 is involved in the adhesion, migration and trafficking of proteins
in hematopoietic cells, and is postulated as a potential therapeutic target. On the other hand,
another molecule involved in CLL tumor microenvironment interactions is CD49d. The a4
subunit of integrin a4p1 (VLA-4) is an adhesion molecule that plays an important role in cell
traffic and the proliferation and survival of B lymphocytes in CLL. There is an association
between elevated CD49d expression levels with a more aggressive clinical course and worse
prognosis. Thus, it has been linked to CLL and has been shown to be a critical regulator of
lymphocyte migration. Furthermore, both CD99 and CD49d are promising predictive biomarkers
of clinical response after therapy with BCR pathway inhibitors such as Ibrutinib, Idelalisib. In
addition, the combination of Ibrutinib with Venetoclax has been shown to act on different
subpopulations of CLL minimizing disease in all anatomical locations.

Objectives: In this context, and in order to find treatments that prevent the progression
of the LLC, the work that forms the present Doctoral Thesis is organized around 3 main
objectives: 1) The biological characterization of CD99 and CD49d expression in the stromal cell
environment of patients with CLL undergoing in vitro treatment with Ibrutinib, Idelalisib and
Venetoclax; 2) Assessing the influence of the microenvironment on cell migration and adhesion
under lbrutinib treatment, analysing migration to CXCL12 and expression of CD99 and CD49d in
adhesion and migration through the endothelium. 3) Characterisation of signalling pathways:
analysis of the influence of Ibrutinib on signalling pathways of AKT and MAPKs, namely ERK and
p38 and assessment of proteins involved in apoptosis such as Bcl-2 and Mcl-1.

Methods: This study aims to establish the potential role of new drugs targeting specific
cell targets in the treatment of CLL by analyzing the expression of CD99 and CD49d in cells of
patients on treatment with Ibrutinib, Idelalisib or Venetoclax. A total of 55 patientsand 5 donors
were analyzed, collected in the Hospital Puerta de Hierro sequentially between 2018-2021. CD99
expression level was evaluated by flow cytometry (CFM) of CLL cells, both individually and in co-
culture with HS-5 and HS-27A stromal cells. Chemotaxis and transendotelial migration to CXCL12
were also evaluated. In addition, the mutational status of the TP53 and IGHV genes was
established by next generation sequencing (NGS) and Sanger. The analysis of intracellular
signaling was carried out by ELISA of AKT, ERK1/2 and p38 proteins comparing the
phosphorylated form of the protein with the total protein under treatment at 2h and 24h with
Ibrutinib. In addition, Western blotting established the status of CD99, Bcl-2 and Mcl-1 proteins
in CLL cells under treatment with lbrutinib at 24h and 48h. We compared the influence of
Ibrutinib with Idelalisib and Venetoclax at 24h in the expression of CD99, Bcl-2 and Mcl-1.

Results: The administration of Ibrutinib, Idelalisib and Venetoclax decreases the
fluorescence intensity of CD99 at 24h and 48h in lymphocytes B, T and monocytes. Conversely,
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SUMMARY

CD49d expression is not significantly decreased in any of the three populations. lbrutinib in turn
decreases the CXCL12 migratory capacity of B, T and monocyte lymphocytes, as well as the
transendotelial migration capacity through a HUVEC endothelial cell monolayer. In turn, the
expression of CD99 and Mcl-1 decreases at 24h with the administration of Ibrutinib, Idelalisib
and Venetoclax both regardless of the mutational status of IgHV and TP53. In addition, exposure
to lbrutinib decreases the expression of CD99 without changes in Bcl-2.

Likewise, the expression of AKT and P38, after incubation of LLC cells with lbrutinib,
decreases at 24 h, unlike the expression of ERK that decreases at 2h.

Conclusions: CLL cells treated with Ibrutinib, Idelalisib and Venetoclax in contact with
the stroma do not show a decrease in CD99 and CD49d expression levels. Conversely, in the
absence of stroma, Ibrutinib and Venetoclax significantly decreased CD99 expression levels,
without differences with Idelalisib being observed in both patients and donor control samples.
In addition, Ibrutinib decreases CD99 expression levels regardless of TP53 and IGHV mutational
status in B lymphocytes. While CD49d expression remains unchanged regardless of IGHV
mutation status.

Chemotaxis of CLL cells to CXCL12 under Ibrutinib treatment decreases the number of
migrated cells and decreases the expression of CD99 in both B and T lymphocytes, as occurs in
transendotelial migration. In addition, after in vitro treatment with Ibrutinib, Mcl-1 levels
decrease without changes in Bcl-2, despite showing an increase with venetoclax.

Overall, the detection of AKT and P38 proteins shows a decrease at 2h of incubation
with Ibrutinib in contrast to ERK that decreases at 24h.
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1. INTRODUCCION

1.1.Leucemia linfocitica crénica.
1.1.1. Caracteristicas clinicas principales y epidemiologia

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es el sindrome linfoproliferativo mds frecuente en
adultos de paises occidentales (Ishibe et al., 2001; Jemal et al., 2007, 2010), con una incidencia
entre la poblacion occidental del 25-30% de todas las leucemias, situdndose en 4.88 casos por
100.000 habitantes y afio en la Unién Europea (Jeyakumaran et al., 2016). La edad media de
diagndstico es de 72 afos y los varones muestran una prevalencia mayor que en mujeres, con
un ratio de 1.7:1 (Molica, 2006; L. Watson et al., 2008).

Es una neoplasia monoclonal de linfocitos B que se caracteriza por una proliferacion
clonal y una acumulacién progresiva de linfocitos B maduros CD5 positivos en la sangre, medula
Osea, ganglios linfaticos y bazo (Burger J. A., 2020; Mauro et al., 1999; Rozman & Montserrat,
1995), al tener la vida media alargada. Esto ocurre por alteraciones gendmicas a nivel de la célula
progenitora que aumentan la resistencia a la apoptosis. (Burger J. A., 2020)

Estos linfocitos se caracterizan por co-expresar CD19, CD22, CD23 y CD5, aunque
presentan unos niveles bajos de CD20 y CD79b respecto a los linfocitos B normales (Ginaldi et
al., 1998). Muchos pacientes estan asintomaticos al diagndstico y la LLC se detecta al observar
linfocitosis accidental en un andlisis de rutina. Este signo, ocasionalmente, puede ir acompafiado
de cierto grado de anemia y/o trombocitopenia (Strati & Shanafelt, 2015). Asi pues, el
diagndstico de la LLC requiere la presencia de >5 X 10°/L linfocitos B en sangre periférica,
mantenido al menos durante 3 meses. La clonalidad de estos linfocitos B debe ser confirmada
por restriccién de la expresion de las cadenas ligeras (kappa o lambda) mediante citometria de
flujo. De modo que con el panel de CD19, CD5, CD20, CD23, k y A seria suficiente para establecer
el diagnédstico (Hallek et al., 2018; Rawstron et al., 2018).

.
@ ® %
o o ect e

Figura 1 Frotis de LLC. Tincion Wright-Giemsa al microscopio éptico con objetivo 40x.

Por otra parte, la proliferacion y supervivencia de la célula neoplasica depende de los
estimulos realizados sobre el receptor de la célula B (BCR) por células del microambiente tisular
(macrofagos, linfocitos T, células dendriticas). La via de sefalizacidon del BCR actua a través de
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diferentes quinasas (de Bruton o BTK, esplénica o SYK, ZAP70, quinasas de la familia Src y PI3K),
gue modulan la supervivencia y proliferacion celular.

1.1.2. Marcadores prondsticos.

El curso clinico de la LLC es extremadamente variable y por tanto muy heterogéneo,
algunos pacientes permanecen libres de sintomas y no precisan tratamiento durante mucho
tiempo o0 nunca, mientras que otros rdpidamente desarrollan sintomas, necesitando
tratamiento al diagndstico o poco tiempo después del mismo. Asi pues, dada la gran
heterogeneidad del curso de la LLC se desarrollé una clasificacion de los pacientes para facilitar
el manejo clinico y tratar de establecer el pronéstico mediante la aplicacién de los sistemas de
estadiaje clinico de Rai y de Binet (Binet et al., 1981; Rai et al., 1975)

1.1.2.1. Sistemas de clasificacion Rai y Binet

El sistema de clasificacién de Rai contempla 5 estadios (0-1V) en el que podemos
estratificar, en orden creciente el riesgo segln diferentes pardmetros como son: la linfocitosis
(>15x 10° linfocitos/L), la anemia medida por la hemoglobina en sangre periférica (<110 g/L), la
trombocitopenia (<100 x 10° plaquetas/L), y la presencia o ausencia de linfadenopatia, hepato
y/o esplenomegalia (Binet et al., 1981; Rai et al., 1975) (Tabla 1). Por otro lado, el sistema de
Binet distingue tres estadios clinicos (A, B y C) en funcién del nimero de areas con infiltracion
linfoide y la presencia o ausencia de linfocitosis y/o trombocitopenia (Binet et al., 1981) (Tabla
1).

La integracion de ambos sistemas de clasificacion, se aplican para definir el prondsticoy
necesidad de tratamiento y gracias a su integracion, se utiliza para definir de forma simplificada
el riesgo de los pacientes con LLC en 3 grupos de riesgo: bajo (Rai 0, Binet A), intermedio (Rai
I/11, Binet B) y alto (Rai lll/IV, Binet C).

- SISTEMA DE CLASIFICACION DE RAI SISTEMA DE CLASIFICACION DE -
BINET

Estadio Parametros Estadio Parametros Mediana
supervivencia
en afos
0 Linfocitosis en SP o MO, sin A Una o dos areas >10
linfadenopatia ganglionares afectadas,
hepatoesplenomegalia, anemia sin anemia ni
(Hb>11 g/dL) o trombocitopenia trombocitopenia
(>100 x 103/ 1 L)
Intermedio | Linfocitosis en SP o MO, con B Mas de tres areas 7
linfadenopatia, sin ganglionares afectadas,
hepatoesplenomegalia, anemia sin anemia ni
(Hb>11 g/dL) o trombocitopenia trombocitopenia

(>100 x 103/ 2 L)
] Linfocitosis en SP o MO, con
hepatomegalia o esplenomegalia,
con/sin linfadenopatia, anemia

Impacto de las alteraciones biolégicas y moleculares en el microambiente estromal de la
leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos fdrmacos



INTRODUCCION

(Hb>11 g/dL), sin trombocitopenia
(>100 x 103/ L)

1 Linfocitosis en SP o MO, con C Presencia de anemia
anemia (Hb< 11 g/dL), con/sin (Hb< 10 g/dL) y
linfadenopatia, trombocitopenia
hepatoesplenomegalia, y sin (<100 x 103/ L)
trombocitopenia (<100 x 103/ L)
\Y, Linfocitosis + trombocitopenia

(<100 x 103/ 11 L)
Tabla 1 Clasificacion de la LLC en base al sistema de estadios de Rai y Binet con su valor
prondstico. SP: sangre periférica, MO: médula dsea, Hb: hemoglobina en SP

1.1.3. Marcadores moleculares /genéticos

La clasificacién de Rai y Binet ayuda a estadificar a los pacientes de acuerdo al riesgo de
la enfermedad, aunque hay ciertas limitaciones como puede ser en las etapas mas tempranas
de la enfermedad o en la respuesta al tratamiento y la prediccidn de la supervivencia, de modo
que hay parametros bioldgicos que han sido investigados y descritos como marcadores de mal
prondstico, como es el caso de las alteraciones citogenéticas (deleciéon 17p, delecién 11q,
trisomia 12, delecién 13q), altos niveles de B2-microglobulina (B2M) y de timidin-quinasa (TK)
en suero (Hallek et al.,, 1999) , la expresién de CD38, el estado no mutado de los genes
codificantes de las regiones variables de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (genes
IGHV), la expresidn de ZAP-70y la subunidad a4 de la integrina VLA-4 (CD49d) (Amaya-Chanaga
& Rassenti, 2016; Parikh & Shanafelt, 2016; Rossi et al., 2017).

Hay otros marcadores séricos como pueden ser LPL lipasa lipoproteica, y la expresion de
CD23 soluble que se asocian con la infiltracién medular de tipo difuso. Pero tanto CD23s, TK y
B2-M pueden predecir la supervivencia libre de progresion o la supervivencia global de los
pacientes con LLC (Hallek et al., 1999). La B2-microglobulina sérica es una proteina extracelular,
altas concentraciones se han asociado con etapas clinicas avanzadas, con elevada carga tumoral
y expresion de CD38 y ZAP70. TK es una enzima de la ruta de sintesis del DNA, elevadas
concentraciones se correlacionan con etapas clinicas avanzadas y progresion de la enfermedad.
CD23 se ha asociado con infiltracién medular tipo difuso y mayor carga tumoral. Estos
marcadores séricos en la valoracién del curso de la LLC son limitantes ya que dependen de las
mediciones realizadas entre los laboratorios.
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1.1.3.1. Alteraciones citogenéticas

Las alteraciones genéticas han sido muy utiles para determinar el curso de la
enfermedad, pero al contrario que en otros sindromes linfoproliferativos, en la LLC no hay una
alteracion gendmica especifica responsable de la patogénesis. Estas alteraciones son detectadas
en mas del 80% de los pacientes de LLC (D6hner et al., 2000; Malek, 2013; Stilgenbauer et al.,
1999) y tienen un papel importante en el rol de la patogénesis de la enfermedad actuando como
marcadores prondsticos. La hibridacidn in situ fluorescente (FISH) es el método estandar en la
deteccién de las alteraciones cromosdmicas en LLC. No obstante, recientemente con los
métodos de secuenciacidon masiva (NGS) se han revelado un gran nimero de mutaciones génicas
en LLC que permiten redefinir nuevos subgrupos prondsticos.

Las alteraciones genéticas mas frecuentes son la delecidn 13q14 (55%), la trisomia 12 (16%), la
delecion de 11922-g23 (15%) y la delecion de 17p13 (7%). Hay otras aberraciones estructurales
no tan frecuentes en esta enfermedad pero que dotan de significado prondéstico como son la
presencia de traslocaciones no balanceadas y cariotipos complejos.

La delecidn 13q14: es la alteracidn genética mas frecuente en la LLC y se observa en el
65% de los casos al diagndstico y puede estar asociada a un prondstico favorable con una mayor
supervivencia de los pacientes, aunque estd asociada a la pérdida de miRNA 15a y 16-1, que
tienen un papel relevante como reguladores negativos de la expresién de la proteina anti-
apoptética Bcl-2 (Calin & Croce, 2006), que se encuentra sobre expresada en las células de la
LLC, de modo que con la deleciéon aumenta el nivel de expresién de Bcl-2 (Cimmino et al., 2005).
Puede ocurrir tanto de forma monoalélica como bialélica. Los pacientes que poseen la del(13q)
tienen un curso clinico de la enfermedad favorable con un tiempo de supervivencia mas largo
que los pacientes con un cariotipo normal (Déhner et al., 2000). Ademas, hay gran variabilidad
clinica dentro de los pacientes con del(13q) de modo que se pueden dividir en dos grupos
pronésticos en funcién del porcentaje de células con del(13q), aquellos con mas del 80% de
células que poseen del(13q) tienen una supervivencia media menor que aquellos que tienen
menos del 80% (Dewald et al., 2003; Déhner et al., 2000; Hernandez et al., 2009; Shanafelt et
al., 2006).

La trisomia 12 es una de las aberraciones consideradas como recurrente, siendo un
factor prondstico de riesgo intermedio en la LLC. La trisomia 12 se puede asociar con mutaciones
de NOTCH1 con un prondstico menos favorable y se detecta en el 14-20% de pacientes al
diagnodstico (Doéhner et al., 2000).

La delecion en 11g22-q23 afecta al gen ATM en la gran mayoria de los casos. ATM es un
gen controlador de las vias de sefializacion del ciclo celular que es necesario en la respuesta ante
el dafio celular y para la estabilidad gendmica. Esta delecidn esta asociada con una rapida
progresion y se detecta en el 10-15% de los casos (Austen et al., 2007; Déhner et al., 2000)

La delecion de 17p13 se encuentra en el 5-8% de los pacientes al diagndstico y en hasta
el 35-50% en pacientes en recaida o refractariedad al tratamiento y afecta al gen TP53. Este gen
codifica una proteina que actla como supresora de tumores, en repuesta ante diversos
estimulos de estrés celular y estd implicada en la induccion de apoptosis, senescencia,
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reparacion de DNA o cambios en el metabolismo y en la LLC se asocia con mal prondstico y
supervivencia reducida. Adicionalmente, la incidencia de mutaciones de TP53 en el alelo
restante es mayor en aquellos casos con dell7p, y corresponde con el 90% de los casos (Déhner
et al., 2000)(Dicker et al., 2009; Zenz et al., 2008).

Ademas de estas alteraciones genéticas recurrentes detectadas por FISH, el estudio
cromosdémico revela la presencia de un cariotipo complejo (presencia de al menos 3
anormalidades numéricas y/o estructurales detectables) en el 24-35% de los casos (Baliakas et
al.,, 2014, 2019) y representa un factor predictivo de respuesta pobre al tratamiento y
supervivencia corta en muchos casos.

1.1.3.2. Estado mutacional de IgHV

El estado mutacional de los genes codificantes de las regiones variables de las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas (genes IGHV) es el primer marcador biolégico que puede
predecir significativamente el prondstico de la enfermedad permitiendo clasificar a los pacientes
en dos grupos de pronéstico diferencial: IGHV no mutado y /IGHV mutado. Las mutaciones en los
genes IGHV son resultado de la hipermutacidon somatica de los linfocitos B normales como
consecuencia de una mayor afinidad de los anticuerpos por los antigenos con un posterior
reconocimiento antigénico que podria desencadenar la patologia (Zenz, Mertens, et al., 2010).
Este estado mutacional de IGHV permanece constante a lo largo del tiempo (Krober et al., 2002).
La prevalencia de los genes IGHV mutados, definidos como aquellos que presentan menos del
98% de identidad comparada con la secuencia de nucledtidos de la linea germinal, es mayor
entre los nuevos casos diagnosticados de LLC y en los pacientes asintomaticos (~60%) mientras
que la prevalencia de los genes IGHV no mutados, que son aquellos que presentan mas del 98%
de identidad respecto a la secuencia nucleotidica de la linea germinal, es mayor entre los
pacientes en los que progresa la enfermedad (~50%-60%) y en aquellos pacientes en
recaida/refractarios (~70-80%) (Gaidano & Rossi, 2017). De manera que los que presentan
mutaciones en IGHV tienen una evolucidon mejor que aquellos que no tienen estas mutaciones
en IGHV. Ademas, estos casos con IGHV no mutado se han asociado con una alta expresion de
ZAP70,CD38Yy con alteraciones genéticas desfavorables como las deleciones 11qy 17p (Hamblin
et al., 1999) .

Ademas, cabe destacar la presencia en la LLC de receptores estereotipados, con alta
homologia en la secuencia amioacidica de la regidon determinante de la complementariedad en
las inmunoglobulinas, HCDR3. En funcién de qué receptor estereotipado se exprese tendra
diferencias en la evolucién de la enfermedad puesto que se ha descrito que los receptores que
pertenecen al grupo estereotipado 2 (IGHV3-21) poseen un peor prondstico incluso en aquellos
casos en los que presenten IGHV-M, es decir, IGHV3-21 se ha asociado con un curso clinico mas
agresivo de la enfermedad con independencia del estado mutacional (Baliakas et al., 2015;
Stamatopoulos et al.,, 2007) y también cabe destacar aquellos que presentan el grupo
estereotipado 8 (/IGHV4-39) se ha relacionado con la transformacién al sindrome Richter. Estos
receptores estereotipados son mas frecuentes en los casos de LLC que no poseen mutaciones
somaticas en IGHV (Stamatopoulos et al., 2007).
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1.1.3.3. Expresion de CD38

CD38 es una proteina transmembrana que puede funcionar como una ecto-enzima que
sintetiza componentes determinados en la regulacién de los niveles de calcio
intracitoplasmaticos o como receptor del ligando CD31 que esta involucrada en los procesos de
adhesién, proliferacion y supervivencia celular en LLC (Damle et al., 1999; Deaglio et al., 2005;
Malavasi et al., 2008). Su expresion es dindmica y cambia en respuesta al contacto con linfocitos
T CD4* (Brachtl et al., 2014). Asi pues, puede actuar como una enzima o como un receptor en
funcidn del microambiente. En LLC, la expresién de CD38 se asocia con varios factores
prondsticos adversos como el estado avanzado de la enfermedad, alta incidencia de
linfadenopatias, hepatomegalia, alteraciones citogenéticas de alto riesgo, elevada B2M, un
espacio de tiempo corto desde el diagndstico al inicio del primer tratamiento, una respuesta
pobre a la terapia y supervivencia corta (D’Arena et al., 2001; Hamblin et al., 2002) . Ademas, se
ha visto que la alta expresion de CD38 en LLC seria un prondstico independiente de las
mutaciones de los genes IGHV, pero se correlaciona con una enfermedad mas agresiva (mas de
un 30%) (Hamblin et al., 2002).

1.1.3.4. Expresion de ZAP70

ZAP70 es una quinasa que pertenece a la familia Scr. Estd implicada en procesos de
activacion, diferenciacion y proliferacion de los linfocitos T y también, en la estimulacion del
receptor de linfocitos T (TCR). Su expresién es constante durante el transcurso de la
enfermedad, estd asociada con el estado de IGHV no mutado y en general se correlaciona con
menor supervivencia en los pacientes (Claus et al., 2014; Crespo et al., 2003; Rassenti et al.,
2004; Wiestner et al., 2003).

1.1.3.5. Expresion de CD49d

CDA49d es la subunidad a4 que forma parte del heterodimero de la integrina a4f1 (VLA-
4) tratandose de un receptor de membrana que promueve las interacciones con el
microambiente de las células de LLC (Burger, 2012; Zucchetto et al., 2006, 2012). Es una
molécula de adhesidén que tiene un importante rol en el trafico celular entre las células
sanguineas y los érganos linfoides, ademas se ha visto que participa en la proliferacion y
supervivencia de los linfocitos B dentro de los drganos linfoides al actuar como un receptor de
unién célula-matriz o célula-célula a través de los ligandos VCAM-1 y la fibronectina Brachtl et
al., 2014).

Esta molécula favoreceria la supervivencia celular de la LLC, asi pues, un alto nivel de
expresion de CD49d estd asociado con un curso clinico mas agresivo y peor prondstico de la
enfermedad. Se ha visto que la expresion de CD49d, siendo mayor del 30%, se correlaciona con
una supervivencia peor en cohortes de pacientes tratados con quimio-inmunoterapia y con
Ibrutinib (Bulian et al., 2014; Tissino et al., 2018, 2020). Dado el papel que tiene en la interaccion
con el microambiente, la expresion alta de CD49d, podria contrarrestar el efecto de la
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redistribucion de las células leucémicas del compartimento linfoide a la sangre periférica tras la
administracién de inhibidores de BCR, de tal manera que tras la administracion de lbrutinib
disminuye el numero de linfocitos absolutos en sangre y se reduce la masa de los ganglios
linfaticos (Tissino et al., 2020). Asi, podria tratarse de un prometedor biomarcador predictivo
bajo la terapia con Ibrutinib, al ser capaz de inhibir el trafico celular derivado de la activacién de
la ruta candnica del BCR.

1.1.3.6. Mutaciones genéticas

Gracias a las nuevas técnicas de estudio se ha podido identificar la presencia de
mutaciones en genes implicados en la patogénesis de la LLC como es el caso de TP53, ATM,
NOTCH1, BIRC3, SF3B1y MYD8S8.

TP53 se trata de un gen supresor de tumores que es el responsable de mantener la
estabilidad y la integridad del genoma. Se activa tras la ruptura de la doble hebra del DNA e
induce la apoptosis celular y/o detencién del ciclo celular. Este gen se localiza en el cromosoma
17p13.1. Se encuentran en un 10% de los pacientes sin del17p, pero en mas del 80% de los casos
que presentan la del17p monoalélica y mutacién del segundo alelo de TP53 (Rossi et al., 2014;
Zenz, Eichhorst, et al., 2010). La implicacion prondstica de la desregulacion de TP53, esta
asociada a la resistencia a agentes que causen dafio en el DNA como la quimioterapia o
radioterapia, y la presencia de esta lesién genética estd asociada con una disminucidon del tiempo
hasta el primer tratamiento y una supervivencia global desfavorable. Asi la inactivacion de TP53
es determinante en la toma de decisiones terapéuticas.

ATM es una proteina activada por la rotura de la doble hebra del DNA y fosforila varias
proteinas que inician la via de control del dafio en el DNA, llevando a parada del ciclo celular,
reparacion del DNAy apoptosis (Campregher & Hamerschlak, 2014). El gen se localiza en el brazo
largo del cromosoma 11 (11922-23) y codifica para una proteina que pertenece a la superfamilia
de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Las mutaciones en ATM pueden ser sustituciones
nonsense o missense, deleciones o inserciones in-frame o frameshit y pueden causar falta de la
funcién de la proteina ATM que afecta al prondstico de los pacientes (Austen et al., 2007; Guarini
etal., 2012). Las mutaciones de ATM estan presentes en 25% de pacientes con LLC al diagndstico
y estan asociadas con los genes de IGHV no mutados, la expresidén de ZAP-70 y del(11q) Austen
etal., 2007; Lozano-Santos et al., 2017). Hay estudios que revelan que deleciones de 11g22-q23
estan relacionadas con una mayor quimio-refractariedad (Rossi & Gaidano, 2012).

NOTCH1 es una proteina transmembrana codificada por el gen NOTCH1 localizado en el
cromosoma 9q¢34.3, y esta involucrado en la regulacion del desarrollo celular hematopoyético
(Suresh & Irvine, 2015). En la LLC estad expresada de manera constitutiva y la mayoria de las
mutaciones afectan al domino PEST intracelular resultando en una degradacién menor con la
consecuente acumulacién (Rosati et al., 2009). Las mutaciones en NOTCH1 se caracterizan por
ser deleciones frameshit en la region C-terminal (exén 34), siendo la mutacién
€.7541_7542delCT la mas frecuente. Esta mutacidon genera una isoforma estable, activa y
truncada de la proteina NOTCH1 que se acumula debido a la degradacién defectuosa que
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conduce a la activacion constitutiva de la via NOTCH1 (Willander et al., 2013). Las mutaciones
en el gen de NOTCH1 ocurren entre el 4-10% de los pacientes al diagndstico, 20% en pacientes
con LLC refractarios a fludarabina, y en el 30% aproximadamente en pacientes con sindrome de
Richter (RS) (Fabbri et al., 2011; Rossi, Rasi, et al., 2012) y se asocian a marcadores como IGHV
no mutado, alta expresion de ZAP-70, CD38 positivo y trisomia 12 (Landau et al., 2015; Puente
et al., 2011; Rosati et al., 2009).

Aquellos pacientes que presentan mutaciones en NOTCHI1 tienen un tiempo de
respuesta al tratamiento menor desde el diagnéstico en estadios Binet By C mas avanzados en
comparaciéon con los NOTCH1 en linea germinal. Esto podria deberse a que las mutaciones en
NOTCH1 estan asociadas a otros marcadores de mal prondstico como por ejemplo /IGHV no
mutado, alta expresidon de ZAP-70, CD38 +, y trisomia 12. Ademas, hay estudios que sugieren
gue NOTCH1 en la agresividad de la enfermedad tiene el mismo impacto que TP53, mientras
que otros proponen que el impacto es menor e independiente de TP53, no obstante, en una
comparacién de varios marcadores pronésticos con NOTCH1, SF3B1, demostraron que las
mutaciones de TP53, asi como el estado mutacional de /IGHV son los factores mas importantes
seguidos de NOTCH1 (Nadeu et al., 2016).

SF3B1 se encuentra en la regidn del cromosoma 2g33.1 y codifica para la subunidad 1
de la proteina SF3B1 del factor 3b de splicing, una ribonucleoproteina nuclear que trabaja en
conjunto con otras ribonucleoproteinas para crear el spliceosoma responsable del splicing del
RNA mensajero. Las mutaciones de SF3B1 resultan de mutaciones missense, o menos frecuente
de deleciones in-frame, siendo los codones Lys666, Lys700 y Gly742 los mas mutados (Rossi et
al., 2011; Wang et al., 2011). Las mutaciones en SF3B1 pueden encontrarse en el 10% de los
pacientes de LLC al diagndstico y en un 17% en los pacientes refractarios a fludarabina. Hay
estudios que muestran que solo el 6% de los pacientes con Sindrome Richter presentan
mutaciones en SF3B1 y juega un papel menor en la agresividad de la enfermedad (Rossi et al.,
2011).

BIRC3 se encuentra en la region 11g22.2 y corresponde con 6Mb del gen ATM. Se trata
de un gen de supresién tumoral, que codifica para las proteinas principales que regulan
negativamente a la quinasa MAP3K14, que es una proteina candnica en la via de sefializacién de
NF-kB (no candnica). Las mutaciones de BIRC3 al diagndstico son poco frecuentes, menos del
4%, pero se encuentra presente en numerosos pacientes refractarios (Rossi, Fangazio, et al.,
2012).

El gen MYDS8S8 se localiza en el brazo corto (p) del cromosoma 3 en la posicion 22 (3p22)
y codifica para una proteina citosélica adaptadora que juega un papel en la respuesta
inmunitaria adaptativa e innata. Esta proteina funciona como un transductor esencial de la seiial
en la via de sefializacion del receptor Toll-like (TLR) y en la interleuquina 1 (IL-1). Esta via regula
la activacién de numerosos genes proinflamatorios (Rawlings et al., 2012). Las mutaciones en el
gen de MYDS88 se encuentran en baja frecuencia (3%-5%), y en contraste con las mutaciones en
los genes de NOTCH1, SF3B1, TP53 y ATM, los pacientes con mutaciones en MYD88 tienen
resultados favorables. Estas mutaciones estan asociadas con mutaciones en los genes IGHV,
bajos niveles de ZAP-70 y expresidon de CD38, y niveles normales de 2M. Es mas frecuente
encontrarlo en pacientes jovenes (edad media 47 afos) independientemente del estado clinico.
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Ademas, el tiempo para el siguiente tratamiento es significativamente mas largo en pacientes
con mutaciones en MYD88 (Martinez-Trillos et al., 2014).

MARCADOR ESTADO PRONOSTICO

Estado mutacional de Mutado Favorable
los genes IGHV No mutado Desfavorable

del17p13 [TP53] Desfavorable
Anomalias citogenéticas dell1g23 [ATM] Desfavorable
Trisomia 12 Favorable
deI13r:i1R£t 1[21_|1R]-153’ Favorable
Mutaciones en los Mutado Desfavorable
genes
TP53, ATM, NOTCH1, No mutado Favorable

SF3B1, BIRC3
Positiva (> 20%*) Desfavorable
E ion de ZAP-70

Negativa (< 20%*) Favorable

Positiva (> 30%*) Desfavorable
E ion de CD38

Negativa (< 30%*) Favorable
Expresion de o4 Positiva (> 30%*) Desfavorable

P Negativa (< 30%*) Favorable

Tabla 2. Principales marcadores prondsticos en LLC.

1.2.MICROAMBIENTE

El microambiente celular es un conjunto de células que trabajan de manera conjunta a
través del contacto célula-célula y gracias a los factores solubles dotan al compartimento celular
donde residen, de un ambiente proclive para la supervivencia celular.

De tal manera que el microambiente tumoral favorece el crecimiento y permite a las
células neoplasicas evadir la apoptosis o al sistema inmune, teniendo un papel muy importante
en la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, en la LLC las células se encuentran en fase
GO del ciclo celular y su supervivencia es debida a la resistencia frente a la apoptosis ya sea por
las caracteristicas genéticas intrinsecas como es el caso de las mutaciones de TP53 o de ATM
(Landau et al., 2015), o por los factores externos del microambiente que promueven la
supervivencia y la proliferacion.

Asi pues, las células de LLC recirculan entre la sangre periférica, medula dseay los tejidos
linfoides secundarios (bazo y ganglios linfaticos). Se ha estudiado ampliamente que la médula
6sea y los tejidos linfoides secundarios son nichos privilegiados, donde las células de LLC estan
protegidas, observandose que se acumulan in vivo, pero si se llega al cultivo de las mismas in
vitro, sufren apoptosis espontdnea, incluso en condiciones favorables para el crecimiento de
otras lineas de células B humanas (Collins et al., 1989). Determinando asi que el microambiente
juega un papel critico en la LLC.
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Ademas, esta proteccion se ve en la formacién de los pseudofoliculos o centros de
proliferacién en los 6rganos linfoides secundarios, en los cuales es mas comun que las células
de LLC expresen Ki-67 o posean una morfologia parainmunoblastica o prolinfocitica, comparado
con la poblacién celular quiescente que circula por la sangre periférica (Ponzoni et al., 2011),
representando entre el 1-2% del clon completo (Herishanu et al., 2011; Messmer et al., 2005) .

Es en estos pseudofoliculos donde las células de LLC reciben seiiales de supervivencia y
proliferacién celular (Hartmann et al.,, 2016; Herndon et al., 2017). La expansion y alta
proliferacién de los centros o pseudofoliculos tienen una relacion directa con un
comportamiento mas agresivo de la enfermedad (Ciccone et al., 2012).

El homing, la retencidén o alojamiento en los tejidos estd regulada estrechamente. De
modo que las células se dirigen a los tejidos dependiendo de la interaccidon entre las
guimioquinas, secretadas por las células del estroma dentro de los tejidos. Asi, las quimioquinas
atraen y retienen a las células LLC en los tejidos, gracias a los receptores correspondientes. Esto
ocurre ademas gracias a la cooperacidn con distintas moléculas de adhesion en la superficie de
las células de LLC y a sus ligandos en los tejidos (Hanahan & Weinberg, 2011) .

Se ha observado que el perfil de expresién génica de las células recuperadas de los
drganos linfoides, comparada con las que se encuentran en circulacién en la sangre periférica es
diferente, incluyendo la activacién de genes implicados en la via de sefializacién del receptor de
células B (BCR) (Messmer et al., 2005).

De tal manera que tanto la medula 6ésea como los tejidos linfoides secundarios estan
formados por diferentes tipos celulares. Todas estas células forman un entramado celular del

microambiente celular especializado, donde las células de LLC se expanden e interaccionan con
diferentes poblaciones existiendo una comunicacidn bidireccional, a través de una red de
moléculas de adhesion, receptores de quimioquinas, miembros de la familia del factor de

necrosis tumoral (TNF) y factores solubles.

Asi pues, este microambiente en la LLC esta formado por varios componentes celulares
como son los monocitos derivados de células tipo nodriza (nurse like cells, NLCs), las células
estromales de medula ésea mesenquimales (bone marrow mesenchymal stromal cells, BMMSC),
células foliculares dendriticas (FDCs), células endoteliales y linfocitos T y NK.

1.2.1. Tipos celulares o componentes implicados en el microambiente:

Monocitos derivados de células tipo nodriza (NLCs) son monocitos derivados de células
similares a macréfagos asociados a tumores que encontramos en bazo y tejidos linfoides
secundarios. Estas células derivan de monocitos, diferenciados espontaneamente in vitro tras el
co-cultivo de células sanguineas mononucleadas de LLC. En la LLC presentan activadas las vias
de sefalizacién del BCR y del factor nuclear kappa B (NF-kB). Son capaces de inducir la
guimiotaxis y promueven la supervivencia celular de las células de LLC a través de la secrecion
de quimioquinas CXCL12 y CXCL13, y de la expresion de miembros de factores activadores de
célula B de la familia de TNF (BAFF) y ligandos que inducen la proliferacion (APRIL) (Burger, 2013;
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Burger et al., 1999, 2000; Biirkle et al., 2007; Nishio et al., 2005). Ademas, las NLCs expresan
antigenos que pueden activar el BCR de las células de la LLC como son la vimentina y la
calreticulina (Binder et al., 2010), mientras que en la membrana las NLCs expresan CD31, ligando
de CD38 expresado en las células de LLC.

No obstante, el componente principal y mas abundante son las células del estroma de
medula ésea de origen mesenquimal (BMMSC) (Kurtova et al., 2009). Se localizan en las zonas
proximas a la vasculatura de la medula ésea (nicho vascular) o del endostio (nicho osteoblastico)
(Sugiyama et al., 2006) y tienen un papel muy importante en la regulacion de la hematopoyesis.
Las encontramos en los tejidos linfoides secundarios y son capaces de proporcionar a las células
de la LLC de sefiales que promueven la migracién, proliferacién y supervivencia celular de tal
modo que se inhibe la apoptosis in vitro de las células de la LLC (Lagneaux et al., 1998) vy de la
apoptosis inducida por drogas (Kurtova et al., 2009; Lagneaux et al., 1998). Asi pues, estas células
estromales aportan un microambiente éptimo al generar nichos para el crecimiento y la
supervivencia celular de las células B in vitro, ya que en co-cultivo y en contacto directo evitarian
la entrada en apoptosis (Lagneaux et al., 1998), aunque también aportan un efecto protector
ante condiciones de estrés producidas por agentes citotdxicos, protegiendo a las células
leucémicas primarias de la apoptosis inducida por farmacos (Kurtova et al., 2009). De tal forma
gue llevaria a pensar que estos mecanismos protectores contribuirian de alguna manera a la
enfermedad minima residual y por tanto el entendimiento podria permitir el desarrollo de
terapias capaces de erradicar completamente las células B malignas.

Las células estromales secretan de manera constitutiva quimioquinas, las cuales organizan
el trafico celular y el homing o la retencién en los tejidos (Burger et al., 2009) y proporcionan
sefiales adicionales que apoyan la supervivencia de las células de la LLC promoviendo la
resistencia a los farmacos. Las células estromales inducen el aumento de los marcadores de la
enfermedad mas agresivos, incluyendo ZAP70 y CD38, asi como la disminucién del receptor
CXCR4 (Purroy et al., 2015). Pero no solo las células de la LLC se benefician del contacto con el
estroma de la medula dsea, sino que las células estromales se activan gracias al contacto con las
células de la LLC e inducen la expresion de la proteina quinasa C beta Il (PKCBII) y la activacion
de la via se sefializacién NF-kB (Lutzny et al., 2013), lo que respalda la interaccion bidireccional
entre las células de LLC y las células del estroma. Y, por otra parte, las células estromales de los
tejidos linfoides secundarios expresan constitutivamente quimioquinas como CXCL12 y CXCL13
que aportan sefiales para el correcto posicionamiento de las células B dentro de los
compartimentos del ganglio linfatico y también median la adhesion celular de la LLC a las
BMMSCs a través de la unidn de las integrinas a4B1 vy alp2.

Ademas, hay otros tipos celulares en el microambiente de la LLC que incluyen las células
dendriticas foliculares (FDCs) y las células endoteliales, que son esenciales para el homing o la
retencién en los tejidos.

La adhesion a las células endoteliales microvasculares promueve la supervivencia,
activacion y resistencia a farmacos (Badoux et al., 2011; Hamilton et al., 2012; Maffei et al.,
2012), de tal forma que las células de los endotelios vasculares son otro componente muy
importante para la supervivencia de las células LLC in vitro a través del contacto directo o gracias
a los factores solubles que se llevan a cabo tras el contacto. Ademas, en la superficie de las
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células endoteliales microvasculares se unen a las integrinas B1 y B2 (Maffei et al., 2012) vy a
través de CD40 con su ligando CD40L expresado en las células de LLC, se induce una mayor
secrecion de BAFF y APRIL por parte de las células del endotelio, las cuales promueven la
viabilidad celular de la LLC incrementando la expresién de CD40L (Cols et al., 2012) .

Otro componente son las células dendriticas foliculares FDCs. Al cultivar in vitro las células
de LLC con FDCs y gracias al contacto directo de ambas se promueve el rescate de las células de
LLC de la apoptosis inducida, dependiendo de la unién de CD44 en las células de LLC y el
posterior aumento de MCL1, un miembro de la familia de proteinas antiapoptéticas de Bcl2
(Pedersen et al., 2002). También interacciona con otras proteinas de membrana, incluyendo
CD38, CD49d, MMP9 y ZAP-70 (S. Zhang et al., 2013). Ademas, se ha descrito que la
comunicacion reciproca entre FDCs y células de CLL a través de la via de sefializacidn mediada
por CXCR5-CXCL13 y el receptor linfotoxina beta (LTBR)/linfotoxina alpha beta (LTap) es esencial
para el posicionamiento de las células de LLC dentro de los foliculos linfoides y para la progresion
in vivo en el modelo de ratén EUTCL1 de CLL (Heinig et al., 2014).

Hay otro tipo celular que forma parte de este entramado celular como son los linfocitos Ty
NK. La interaccidn entre las células B que expresan CD40 con su ligando CD40L en los linfocitos
T activados CD4* es muy importante en la presentaciéon de antigenos y en la induccidon de
respuesta de las células B normales (van Kooten & Banchereau, 2000) . En la LLC, la mayoria de
los linfocitos T circulantes tanto CD4+ como CD8+ aumentan, aunque su funcionalidad esta
comprometida. Este aumento esta asociado con un estadio mas avanzado de la enfermedad y
muestran marcadores de expresién de agotamiento incluyendo la proteina de muerte celular
programada PD-1 (Brusa et al., 2013) por lo que las células de LLC en respuesta expresan altos
niveles de su ligando PD-L1 (Brusa et al., 2013). A lo largo de los afios, se ha descrito en varios
estudios que las células NK tiene una funcidn defectuosa en la LLC. La sobreexpresion de la
molécula Human leukocyte antigen G (HLA-G) en el plasma de pacientes con LLC (Rizzo et al.,
2014) induce la apoptosis de las células NK y altera la citotoxicidad mediada por las células NK.
De tal manera que estos hallazgos indican que tanto los linfocitos T y NK poseen actividades
reductoras efectoras, las cuales pueden explicar la evasidn de la destruccién de las células de
LLC por parte del sistema inmune.

El trafico celular y el homing en el microambiente de los tejidos esta altamente regulado,
involucrando principalmente a los receptores de quimioquinas y moléculas de adhesion en las
células de la LLC. La quimiotaxis de las estas células hacia las células estromales se ve favorecida
gracias a la quimioquina CXCL12 o SDF-1 (stromal cell derived factor 1) secretada tanto por
BMSCs como NLCs (Burger et al., 2000). Ademas, las células NLCs secretan la quimioquina
CXCL13 (Burkle et al., 2007), que atrae a las células gracias a la interaccidn con su receptor
CXCRS5. En la LLC se ha visto que hay una asociacidn entre altos niveles de CXCR4 con un riesgo
mayor de infiltracién de drganos linfoides y peor resultado de la enfermedad, asi como una
mayor capacidad de respuesta a la estimulacidon de BCR (Calissano et al., 2009; Coelho et al.,
2013). La expresion de CXCR4 en la superficie es baja en los ganglios linfoides y medula dsea de
pacientes con LLC, donde los niveles de CXCL12 sean altos. El CXCR4 estd préximo a CD38 en la
superficie de la célula de LLC, y actia de manera sinérgica en la sefializacién con CXCR4 para
favorecer la quimiotaxis hacia CXCL12 y el homing (Vaisitti et al., 2010).
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Las células de LLC que expresan altos niveles de ZAP70(Richardson et al., 2006), CD38 y VLA-
4 muestran una mayor quimiotaxis hacia CXCL12, y un mayor grado de extravasacion en un
modelo in vitro de migraciéon (Walsby et al., 2014). La estimulaciéon de CXCR4 esta asociada con
una mayor supervivencia celular in vitro (Burger et al., 2000) y una activacién de las quinasas
ERK y del factor de transcripcion STAT-3. La integrina VLA-4 interacciona con la molécula de
CD38y estd implicada en la adhesién de la célula LLC con el estroma y su expresion esta asociada
con una respuesta clinica menor (Burger et al., 2001; Gattei et al., 2008).

Ademas, las quimioquinas propiamente secretadas por parte de la célula de la LLC como
son la CCL3, CCL4 y CCL22, afiaden mas complejidad en las interacciones al contribuir al
reclutamiento de linfocitos T y monocitos o macrdfagos a los sitios de interaccién en los tejidos
(Bystry et al., 2001). Las quimioquinas se unen a sus receptores, los cuales pertenecen a una
familia de proteinas de siete dominios transmembrana acoplados a proteina G receptores de
superficie celular (GPCR). Después de la activacidon, los dominios intracelulares provocan la
disociacién de las proteinas-G, las cuales estdn compuestas de tres subunidades diferentes. Esto
lleva a la formacidn de segundos mensajeros como el inositol trifosfato DAG, que conduce a la
movilizacién del calcio citoplasmatico y a la activacidon de multiples cascadas de sefializacion
como las vias de sefializacién de PI3K/AKT y ERK1/2.

No obstante, tanto los linfocitos B como T expresan en la membrana los receptores para
estas quimioquinas, y su expresion y funcién se modula durante la diferenciacidn y activacion
linfocitaria (Butcher & Picker, 1996). Los linfocitos circulantes interactian de forma transitoriay
reversible con el endotelio vascular a través de moléculas de adhesién (selectinas, integrinas)
en un proceso llamado rolling o rodamiento. Las citoquinas de la superficie luminal endotelial
activan a los receptores de las células rodantes, que llevan a la activacion de las
integrinas(Springer, 1994), acabando asi en la detencién (arrest), la adhesion firme y la
migracion transendotelial a los tejidos, donde los gradientes de quimioquinas guian la
localizacién y retencién de las células (Campbell et al., 1998). Estos pasos son a los que nos
referimos con “homing” y son esenciales para el desarrollo normal del organismo, organizacion
y funcién del sistema inmune y el remplazo de los tejidos. Ademads, unos niveles altos de CCL3 y
CCL4 en el plasma de pacientes de LLC estan asociadas con una menor respuesta clinica.

Otro componente que conduce a la adhesién y migracion celular son las integrinas y tienen
un papel importante no solo en la migracidn-adhesidn, sino que también en la sinapsis inmune
y sefializacién, proliferacidn, supervivencia, angiogénesis y diferenciacién celular (Cox et al.,
2010; Schwartz et al., 1995). Una funcién importante de las integrinas es el control de la
adhesidn celular y la migracién, ya que regulan el trafico molecular y endocitosis, la transicidn
epitelio mesenquimal, la polarizacion celular, el reordenamiento del citoesqueleto, la actividad
y localizacion de las metaloproteasas y el papel entre las células neoplasicas y el microambiente
que las rodea (Hamidi et al., 2016). Las integrinas son una superfamilia de glicoproteinas, que
consisten de varias subunidades a (de 1 a 11) y B (de 1 a 6), cuyas funciones son mediar la
adhesidn célula-célula y célula-matriz en varios tipos celulares. Son receptores heterodiméricos
con dos subunidades a y B, tienen un dominio extracelular, una regiéon transmembranay un tallo
citoplasmatico, asociado con componentes del citoesqueleto como actinina, talina o tensina; y
transductores de seifal como FAK entre otros. Junto con las quimioquinas son de los mayores
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grupos de proteinas involucradas en la adhesidn celular. Uno de los mas estudiados es la
sefializacion entre VLA-4 y VCAM-1y el eje CXCR4/CXCL12, con la consecuente activacién de las
vias del BCR, y la activacién de la via de NFkB y la consecuente expresién de genes
proinflamatorios, creando un microambiente estromal pro-tumorigénico dependiente (Hamidi
et al., 2016).
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Figura 1: Interacciones moleculares de la célula de LLC con las poblaciones celulares encontradas en el
microambiente celular. El contacto entre las células de LLC y FDCs (foliculares dendriticas), endoteliales, células T,
NLCs, se establece y se mantiene por las diferentes moléculas de adhesion, y las interacciones entre los receptores y
la secrecidn de moléculas solubles como las quimioquinas. Las interacciones moleculares entre células de LLCy células
estromales y células T son importantes en el microambiente para la supervivencia, homing y proliferacién. Las NLCs
y MSC secretan CXCL12 y CXCL13 importantes para el homing en el microambiente de la medula dsea y los 6rganos
linfoides secundarios. NLC secretan tanto CXCL13 como CXCL12 mientras que MSC secreta CXCL12.estas quimioquinas
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atraen alas células de LLC por la union de los receptores acoplados a proteinas G como son CXCR4 y CXCRS5, altamente
expresados en la superficie de la célula de LLC. Los receptores de las integrinas, en particular VLA-4 se expresa en la
superficie de la célula de LLC coopera con los receptores de las quimioquinas al promover la retencidn en los tejidos
debido al establecimiento del contacto celular con los ligandos como VCAM-1 y fibronectina por parte de las células
estromales. Las células de LLC secretan CCL3, 4 y 22 que son quimio atrayentes de linfocitos T, permitiendo a las
células T moverse por el microambiente y favorecer las sefiales de supervivencia para las células de LLC. Las células T
interaccionan con la célula de LLC al producirse la ligacién con CD40L y con la secrecion de IL-4. Las NLCs también
favorecen las sefiales de supervivencia al expresar miembros de la familia TNF, BAFF y APRIL y mediante sus
receptores expresados en la célula de la LLC. Ademas, la expresion en la LLC de CD38 permite la interaccion con su
receptor CD31 expresado en células estromales y NLCs. De esta ligacion resulta la activacién de ZAP70 y las vias de
sefializacion. llustracidon generada con Biorender.

1.2.2. Microambiente tumoral en la LLC. Integracion

Los linfocitos B clonales recirculan entre la sangre periférica y los tejidos, principalmente los
tejidos linfoides secundarios, ganglios linfaticos y la medula ésea, donde reciben sefiales de
proliferacién y supervivencia. Estas interacciones son cruciales y ocurren de manera principal en
los centros de proliferacion de los ganglios linfaticos, que ademas de linfocitos B, contienen
células foliculares dendriticas (FDC), linfocitos T y otras células estromales.

El homing de los linfocitos hacia y en el interior de los érganos secundarios linfoides no es
estatico, es un proceso altamente dindmico con los linfocitos en constante movimiento. De tal
forma que las células malignas explotan el mecanismo fisioldgico de migracién de los linfocitos
normales y de homing en los drganos secundarios linfoides para acceder a los nichos del
microambiente celular. Desde la sangre entran en los tejidos secundarios linfoides donde se
organizan en foliculos de linfocitos B y zonas de linfocitos T. Dentro de los respectivos
compartimentos, los linfocitos T y B continlan migrando para localizar el antigeno. Esta
busqueda y la consecuente migracion de los linfocitos se debe en gran medida a los miembros
de las quimioquinas.

Los linfocitos entran a través del endotelio por las vénulas endoteliales altas (HEV) a los
drganos linfoides secundarios. Este proceso implica el rodamiento por las selectinas o integrinas,
y la activacidn de las integrinas mediada por las quimioquinas y la adhesion mediada por las
integrinas (Cyster et al., 1999, 2000). Para la entrada linfocitaria es muy importante la
quimioquina CCL21 expresada por HEV (Gunn et al., 1998) y las quimioquinas CXCL12 y CXCL13
(Beck et al., 2014) . Una vez atraviesan el endotelio hacia los 6rganos linfoides secundarios, las
guimioquinas dirigen a los linfocitos hacia sus respectivas zonas. El homing de los linfocitos B en
los foliculos es dependiente del receptor CXCR5 expresado en la superficie, cuyo ligando es
CXCL13 expresado por las células estromales dentro de los foliculos (Allen & Cyster, 2008; Gunn
et al., 1998). La migracidn de los linfocitos T depende de CCR7 y sus dos ligandos CCL19 y CCL21
(Gunn et al., 1998). Una vez en sus respectivas zonas, las quimioquinas ayudan a los linfocitos a
detectar las células presentadoras de antigenos y poner en estrecho contacto los antigenos con
otras células. Tras la activacidon con el antigeno, los linfocitos T y B sufren cambios en el
posicionamiento en sus respectivas zonas. Estos cambios permiten las interacciones entre
ambas en las zonas T y en el borde del foliculo de las zonas B (Cyster et al., 1999).
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Asi, el microambiente tendria un papel muy importante en la patogénesis de la LLC ya que
las células se acumulan rapidamente in vivo y al cultivarlas in vitro entran en apoptosis
implicando que hay una resistencia a la apoptosis in vivo que recae sobre los factores externos
que favorecen la supervivencia en vez de ser un factor intrinseco de la célula LLC por si misma.
De tal manera que indica que el microambiente es importante al prolongar la supervivencia
celular de la LLC in vivo, aunque ademas se ha observado que el microambiente confiere un
efecto protector bajo ciertas condiciones como agentes terapéuticos. Ademads, la LLC permanece
como una enfermedad incurable ya que muchos de los pacientes progresan a partir de la
enfermedad residual tras tratamiento erradicador; y hay evidencia de que el microambiente
albergaria células malignas que evitan los efectos citotdxicos de la quimioterapia, actuando de
manera similar a un reservorio a través del cual podria ocurrir la recaida. La mayoria de las
células circulantes se encuentran en GO o fase inicial de G1 del ciclo celular, y la proliferacion
celular ocurre en los compartimentos especializados conocidos como pseudofoliculos siendo
clusteres de células CD19+ pero conteniendo otras células tumorales, siendo areas de
interaccion entre las diferentes poblaciones.

Los componentes principales, como ya hemos detallado, junto con los diferentes factores
solubles forman parte de este microambiente en el cual las células de LLC por ellas mismas
secretan citoquinas y son capaces de participar en la atraccidn de las células accesorias
protectoras, cuya interaccion es compleja involucrando distintas vias de sefalizacidn, tipos
celulares y factores solubles.

Los linfocitos de la LLC circulantes en sangre son capaces de entrar en sus nichos
protectores, al modificar los mecanismos en el microambiente, para favorecer el homing.
Debido a las sefiales quimiotacticas que son enviadas por las células estromales de la médula
O6sea y de los dérganos linfoides secundarios, los cuales atraen a las células hacia el
microambiente. Las células de LLC expresan receptores CXCR4 y CXCR5 de las quimioquinas
CXCL12 y CXCL13, respectivamente, al igual que los linfocitos B y T en sujetos normales (Burger
et al., 2009), estas quimioquinas son liberadas por una gran variedad de células estromales
dentro del microambiente. En funcion de los gradientes de quimioquinas las células de LLC
migran dirigiéndose fuera de la sangre hacia el interior del microambiente protector, de tal
forma que un nivel mayor de los receptores de quimioquinas indicaria que la célula pasaria de
la sangre hacia los tejidos mientras que unos niveles bajos en la superficie pueden indicar que
las células que estaban en ese microambiente pasardn a la sangre hasta que recobren la
expresion de ese receptor y se preparen para volver a entrar (Calissano et al., 2009; Coelho et
al., 2013).

Las células tumorales en los centros de proliferacién aumentan la expresion aguas abajo
de la sefializacion del BCR, la activaciéon de NFk, citoquinas y proteinas antiapoptéticas y
marcadores relacionados con la proliferacién. Las diferentes rutas de sefializacion
desencadenadas por la interaccion de las células de la LLC con los diferentes tipos celulares que
forman parte del estroma, formarian parte de un entramado celular que permite tanto el
establecimiento de la enfermedad como la progresidn de la misma, de modo que para intentar
bloquear las interacciones o bloquear la sefializacién desencadenada por las mismas se han
disefiado diferentes estrategias. De tal forma que la ruta del BCR es un punto clave del
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microambiente de la LLC al ponerse en marcha con su estimulacién, una cascada de sefializacion
gue conduce a la proliferacidn celular y consiguiente expansién del clon leucémico.

1.3.RECEPTOR DE LINFOCITOS B (BCR)
1.3.1. Origen molecular. Ontogenia del linfocito B

A pesar de que hay cierta controversia en el establecimiento del fenotipo de las células
B que se expande clonalmente para generar la célula de LLC, es importante conocerlo para
comprender la evoluciéon y el desarrollo de la enfermedad identificando las alteraciones que
ocurren.

Hay multiples lineas que sugieren que las alteraciones genéticas y epigenéticas que
ocurren al inicio en la célula madre hematopoyética (HSCs) son las que dan lugar a la célula de
la LLC. De tal manera que, los linfocitos B reconocen gran diversidad de antigenos diferentes
generados por la interacciéon con el receptor de membrana (BCR) y por los procesos de
recombinacidn genética V(D)J e hipermutacidn somatica (SHM). Estos procesos se dan en dos
etapas diferentes de la vida del linfocito B, asi pues, a partir de una célula madre hematopoyética
(HSC) se diferencian al progenitor linfoide comun (CLP) que pasa al estadio pro-B donde tiene
lugar la recombinacidn activa de los segmentos V(D)J, de tal forma que se forma la cadena
pesada p teniendo lugar este proceso en la médula dsea.

Posteriormente en la siguiente etapa, en los tejidos linfoides secundarios como los
ganglios linfaticos, bazo y placas de Peyer, durante la formacién del centro germinal como
respuesta al contacto con el antigeno se produce la acumulacion de cambios puntuales de las
bases y el reordenamiento de las cadenas ligeras k y A en el estadio pre-B donde la célula
comienza a dividirse aumentando la variedad de Igs pasando a un estadio de linfocito B
inmaduro. Son células naive al no estar en contacto con antigenos y estar en estado GO del ciclo
celular. Las cadenas pesadas y ligeras se reordenan y se expresan en la superficie celular para
dar lugar a un BCR maduro. Posteriormente, los linfocitos migran a los dérganos linfoides
secundarios donde son expuestos a antigenos en los centros germinales. Aqui los linfocitos B
maduros sufren hipermutacién somdtica para aumentar y diversificar el repertorio genético
(Figura 2).

Durante el desarrollo y diferenciacion normal de los linfocitos B hay una gran variedad de
cambios en los genes de la region variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. Asi,
la presencia o ausencia de mutaciones en los genes pueden influir en el entendimiento del
origen celular de la LLC. Si hay una homologia de mas del 98% con la linea germinal se
consideraria genes IGHV no mutados y si la homologia con la linea germinal es menor del 98%,
con una gran variedad, estos serian IGHV mutados. Estos genes contribuyen a las hipétesis del
desarrollo tumoral: una de ellas postula que las mutaciones oncogénicas se inician en etapas
tempranas y en etapas de diferenciacidn., sugiriendo que el subtipo IGHV mutado deriva de una
célula del centro germinal (CG) tras la exposicion a un antigeno al presentar un perfil de
expresion genético similar a las células B memoria CD5+CD27+ (post-CG) y que derivan de la
estimulacién inmune T dependiente. En cambio, el subtipo IGHV no mutado parece originarse
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de células previas al establecimiento de las mismas en el CG al presentar un perfil de expresion
génica similar al de células CD5+CD27-, de manera que se propone que derivan de células B
naive o de un linaje separado de los precursores de células B o de células B de memoria que no
han pasado por el centro germinal (pre-GC) en la estimulacién inmune T dependiente (Fabbri &
Dalla-Favera, 2016).

Las alteraciones genéticas comunes en la LLC como tri(12), del(13qg) y mutaciones de SF3B1,
NOTCH1, y XPO1 se han encontrado en progenitores hematopoyéticos de algunos pacientes
(Damm et al.,, 2014; Gahn et al.,, 1997). Los mecanismos que dan lugar a estos cambios
tempranos en la expansion clonal de las células maduras de la LLC no se conocen del todo, pero
con la ayuda de ensayos inmunogenéticos del BCR indican que la seleccién antigénica tiene un
papel muy importante (Agathangelidis et al., 2012; Stamatopoulos et al., 2017). Asi, uno de los
factores determinantes de la heterogeneidad de la LLC es el diferente origen celular de los 2
subtipos moleculares de la enfermedad en relacién con el estado mutacional de IGHV Damle et
al., 1999; Hamblin et al., 1999) .
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Figura 2. Desarrollo y ontogenia del linfocito B. Modificado de (Fabbri & Dalla-Favera, 2016).
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1.3.2. BCR

El receptor de los linfocitos B es un complejo multimérico que juega un papel importante en
la supervivencia celular en la LLC. Este receptor estd conectado a una red de quinasas y
fosfatasas que hacen que se amplifique su activacion (Seda & Mraz, 2015; Stevenson et al.,
2011). Cada célula B madura tiene un unico sitio de union al antigeno como resultado del
reordenamiento de los segmentos de los genes IGH e IGL. La probabilidad de que dos clones
independientes presenten el mismo BCR es extremadamente pequeiia. Sin embargo,
aproximadamente el 30% de los pacientes con LLC expresan BCR similares, si no idénticos, con
caracteristicas comunes (estereotipados) (Stamatopoulos et al., 2017) basado en la estructura
similar de las regiones determinantes de la complejidad (CDR). Se han identificado hasta la fecha
alrededor de 200 subconjuntos estereotipados diferentes, con 19 subconjuntos que
representan el 10% de todas las LLCs.

De modo que sugiere que estas células son seleccionadas basdndose en la estructura de los
dominios de unién al antigeno de las Ig de superficie de membrana, debido al reconocimiento
de antigenos similares que podrian estar asociados con la patogénesis de LLC. Los pacientes
englobados bajo un subconjunto estereotipado del BCR tiene un curso clinico similar. Ademas,
cabe destacar la relacién entre el estado mutacional de los genes de la region variable de la
cadena pesada (/IGHV) ya que se ha visto que los pacientes con menos del 2% de mutaciones
(IGHV-NM) presentan un BCR muy polirreactivo, una enfermedad mas agresiva con
biomarcadores pobres y la supervivencia mds corta (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999).

La continua sefializacion del BCR se traduce en la fosforilacion de miembros intermediarios
y vias secundarias como AKT, ERK y NF-kB (Stevenson et al., 2011) . Esta sefializacion es debida
al reconocimiento de antigenos o componentes del medio como DNA, células apoptdticas, la
cadena pesada de la miosina citoesquelética (IlA) y LPS (Burger & Chiorazzi, 2013). Ademas, el
receptor BCR es capaz de unirse a otros e inducir la sefializacidn, lo cual es un rasgo peculiar
observado solo en algunos BCR de células murinas B1 polirreactivas (Minden et al., 2012).
Finalmente, la unidn de BCR inicia la sefializacién por fosforilacién de Iga e IgB por Lyn y otras
quinasas de la familia de Src. Entonces Syk, BTK y PI3K se activan, modulando varias vias que
afectan la supervivencia, la proliferaciéon y migracion de células CLL.

1.3.3. Senalizacion del BCR

El receptor BCR esta formado por una inmunoglobulina de membrana, que normalmente se
trata de IgM o IgD, y el heterodimero CD79a/CD79b que contienen colas citoplasmaticas con
motivos de activacién basados en inmunorreceptores de tirosina (ITAM). Ademas, el BCR estd
asociado a unas moléculas que actian como correceptores regulando la sefal, ya sea de forma
positiva como CD21, CD19 o CD81 o de manera negativa, inhibiendo la sefial con el receptor Fc
de la IG (fcyRIIB) y la molécula CD22 (Treanor, 2012; Yang & Reth, 2010).

La estimulacién del BCR activa un complejo molecular de diferentes elementos incluyendo

la tirosina quinasa de Bruton (BTK), la fosfolipasa Cy2 (PLCG2) y la fosfatidilinositol 3-quinasa
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(P13K) que propagan la sefial aguas abajo, promoviendo la supervivencia celular, proliferacion,
liberacion de quimioquinas y el aumento de la migracién celular.

De modo que los pasos iniciales en la respuesta a la activacidn del BCR son la fosforilacion
de los motivos ITAM de CD79 por las quinasas de la familia Src, como es el caso de Lyn, seguido
del acoplamiento de Syk y la consecuente activacion de diferentes componentes del
signalosoma.

Syk se fosforila, se activa y recluta a la proteina adaptadora BLNK hacia el BCR y a la proteina
BTK. BTK es la responsable de fosforilar a PLCCy2 que se activa y hace que el PIP2 se transforme
(hidrolice) en diacilglicerol DAG y en inositol trifosfato 1,4,5 (IP3). Este IP3 es un segundo
mensajero que regula los niveles de calcio intracelular, facilitando la salida del Ca** del reticulo
endoplasmatico (RE) hacia el citoplasma, el cual activarad a otras moléculas como la proteina
quinasa C (PKC) y las proteinas MAP quinasas como JNK y p38 (Longo et al., 2008). Con esta
movilizacién del calcio se activa el factor de transcripciéon NFkB y al factor de transcripciéon NFAT
gracias a la via de la calcineurina y calmodulina. Por otro lado, el DAG activa a la proteina quinasa
C de los linfocitos B (PKCPB) que induce la activacién de varios miembros de la familia de las MAP
quinasas como ERK, c-JUN, INK y p38, y factores de transcripcion como NF-kB (Cuni et al., 2004)
y NF-AT. Ademas de la actividad de PI3K se genera PIP3, un segundo mensajero que interacciona
con BTK movilizdndola hacia la membrana y con AKT. Para la activaciéon de AKT se requiere su
fosforilacién en dos posiciones gracias a PDK1 y al complejo mTOR2, de modo que una vez
fosforilada vuelve al citoplasma y es capaz de promover la supervivencia celular inhibiendo la
apoptosis, gracias a los factores de transcripcién NFAT y FOXO que estd unido a promotores de
genes implicados en proliferacién y supervivencia.

En este contexto del BCR, se han generado varias moléculas pequefias inhibidoras de la
ruta de sefializacién del BCR, teniendo como objetivo principal a las quinasas BTK, PI3K y Syk y
han mostrado tener una excelente actividad clinica (Woyach et al.,, 2012) cambiando el
panorama del tratamiento de los pacientes con LLC.
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Figura 3. Vias de sefializacion principales. El BCR esta compuesto por una inmunoglobulina unida a
la membrana, unido a un resto de transduccion de sefiales CD79a/CD79pB. Tanto CD79a como CD79pB
contienen motivos de activacion de tirosina de inmunorreceptores (ITAM) que se fosforilan cuando un
antigeno se une a la inmunoglobulina. Esta fosforilacion la lleva a cabo Lyn, y conduce al reclutamiento
de Syk. La activacidn de Syk produce un complejo de sefializacion asociado a la membrana conocido como
el signalosoma. El signalosoma consta de Syk, BTK, PLCy, PI3K y otras moléculas en la superficie de la
membrana. La activacion de PI3K requiere que el coactivador CD19 sea fosforilado por Lyn. El signalosoma
coordina y regula los eventos celulares aguas abajo en la célula que llevan a la supervivencia, la migracion,
la proliferacién y la apoptosis. Modificado de (S. Zhang & Kipps, 2013)

1.3.3.1. Tirosina quinasa de Bruton BTK
BTK es una tirosina quinasa de la familia de las quinasas Tec y tiene un papel importante
en la sefializacién de BCR. El gen que codifica BTK se encuentra en el cromosoma X y fue
descubierto en la agammaglobulinemia asociada al X (Vetrie et al., 1993). BTK se expresa en las
células hematopoyéticas particularmente en las células B, pero no en T ni en células plasmaticas
(Genevier et al., 1994).

BTK participa en la sefializacidn de otros receptores relacionados con la migracion y la
adhesidon, como los receptores de quimioquinas CXCR4 y CXCR5 y moléculas de adhesidn
(integrinas) (de Gorter et al., 2007; Ortolano et al., 2006; Spaargaren et al., 2003).

1.3.3.1.1. Inhibidores de BTK

Ibrutinib, PCI-32765 es el primer inhibidor de BTK que se une de manera especifica e
irreversible al residuo de cisteina del dominio quinasa de BTK e inhibe su fosforilacion y su
actividad enzimatica. Pero conforme se ha avanzado en el estudio de BTK se han disefiado
nuevos agentes como son acalabrutinib y zanabrutinib

1.3.3.1.2. Ibrutinib
Es uninhibidor de la tirosina quinasa de Bruton (BTK) autorizado por la Agencia europea
de medicamentos para el tratamiento de pacientes adultos con LLC en primera linea o que hayan
recibido un tratamiento previo, independientemente del status de TP53, para aquellos casos en
los que la inmunoquimioterapia no se considere apropiada, linfoma de células del manto (LCM)
refractario o en recidiva.

Se trata de la primera molécula pequefia disponible de manera oral que inhibe a BTK, se
une covalentemente a la cisteina 481, localizada en el sitio activo de la enzima, de tal modo que
previene su fosforilacidon y se produce una pérdida de la actividad quinasa (Honingberg et al.
2010) cuya concentracién inhibitoria 50% de 0,5nM.

Este farmaco es capaz de superar las sefiales de supervivencia del microambiente in
vitro, incluyendo aquellas generadas del contacto con NLCs ligacion de CD40, BAFF, fibronectina
(FN), IL-6, IL-4, TNFa y la estimulacidn del BCR. lbrutinib inhibe la proliferacién celular (Ponader
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et al., 2012), la quimiotaxis hacia CXC12 y CXCL13 (de Rooij et al., 2012; Ponader et al., 2012), la
adhesion mediada por integrinas (de Rooij et al., 2012).

Ibrutinib se ha probado solo y en combinacidén con quimioterapia incluyendo rituximab
o bendamustina y rituximab, o fludarabina ciclofosfamida y rituximab (Brown et al., 2015). Uno
de los efectos esperables es la linfocitosis absoluta (250% de incremento de la cifra basal de
linfocitos con un valor al menos de >5.000 linfocitos/mm3) cabe considerarla derivado de su
mecanismo de accién (>70% pacientes con LLC y alrededor del 30% de los pacientes con LCM).
La linfocitosis asociada a Ibrutinib se ha estudiado en detalle recientemente (Woyach, Smucker,
et al., 2014) demostrando que los pacientes que tienen una respuesta con linfocitosis tienen la
misma supervivencia libre de progresiéon que aquellos con respuesta sin linfocitosis. La mediana
a normalizacion de la linfocitosis asociada al Ibrutinib es de 6 meses (IC 95% 4 — 8 meses), aunque
en algunos pacientes persiste >12 meses. Esta linfocitosis representa la egresion de los linfocitos
de los ganglios y no suponen una evolucidn clonal de los linfocitos. Con los tratamientos de
inmunoquimioterapia la obtencién de una RC con negatividad de la enfermedad minima residual
(EMR) es importante para obtener una prolongada supervivencia libre de progresion. En el caso
del Ibrutinib, la eliminacién de la EMR o incluso linfocitosis evidente puede no ser necesaria para
obtener una prolongada SLP dado el mecanismo de accién.

1.3.3.1.3. Otros inhibidores de BTK, de ultima generacién
Ademas de Ibrutinib se han llegado a identificar nuevas moléculas como son
acalabrutinib (ACP-196) o zanabrutinib, siendo inhibidores de BTK de ultima generacién que
actualmente estan siendo probados (Bond & Woyach, 2019; de Novellis et al., 2021).

Acalabrutinib (ACP-196) aprobado en 2018 para el tratamiento del linfoma de célula del
manto, parece tener un mejor perfil de toxicidad que Ibrutinib debido a su mayor especificidad,
y, por lo tanto, menos efectos off-target en otros receptores.

1.3.3.2. PI3K
La fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) se describié inicialmente en asociacion con polyoma
middle T protein (Whitman et al., 1985). Esta enzima estd implicada en diferentes procesos
como son la diferenciacién, supervivencia, proliferacién y el metabolismo (Cuni et al., 2004). La
activacion del receptor BCR induce al reclutamiento de CD19 junto con PI3K a la membrana para
asi poder propagar amplificar la sefializacion.

PI3Ks estan divididas en 3 clases de la | a la lll, estando la clase | compuesta de 4
diferentes isoformas (a, B, vy, 6) que forman la subunidad catalitica y la subunidad reguladora
formada por p85 y p101/55. La forma predominante en las células hematopoyéticas es la PI3KS,
gue actua en la homeostasis de la célula B.

El principal inhibidor de PI3K es Idelalisib, aunque hay otros dos inhibidores que estan
en desarrollo clinico avanzado como son Duvelisib (IPI-145) que se trata de un inhibidor dual de
PI3Kyy &,y TGR-1202 que es un inhibidor de PI3K& de uUltima generacidn con reducida toxicidad
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hepatica y colitis comparadas con otros inhibidores de PI3K& (Balakrishnan et al., 2015; Mato et
al., 2018) .

1.3.3.2.1. Idelalisib
Idelalisib (CAL-101, GS-1101) es el primer inhibidor oral competitivo de la isoforma
PI3K§, es capaz de bloquear la supervivencia y las sefiales de homing en la LLC incluyendo
aquellas producidas por el BCR y por los receptores de quimioquinas CXCR4 y CXCR5 (Brown et
al., 2014; Lannutti et al., 2010) .

1.3.3.3.Bcl-2

Bcl-2 se trata de una proteina implicada en la apoptosis celular o muerte celular
programada. Esta apoptosis es critica para el correcto desarrollo y prevencion de la
tumorigénesis. El principal mecanismo de resistencia a la terapia es el escape de la apoptosis
programada (Hanahan & Weinberg, 2011) . La apoptosis esta formada por 2 vias: la extrinseca,
iniciada por la ligacién de receptores de muerte celular, y la intrinseca, en la cual hay sefiales
intracelulares que controlan el balance de proteinas anti-apoptdticas, como son los miembros
de la familia de Bcl-2, y proteinas pro-apoptéticas Bax y Bak para iniciar la permeabilizacién de
la membrana mitocondrial. Estas dos vias acaban en la activacion de la familia de proteasas
caspasas (Strasser et al., 2011). Asi pues, en la LLC la supervivencia prolongada esta asociada
con una apoptosis defectuosa y sefiales mediadas por el microambiente como por ejemplo
CD40L, BAFF, APRIL, CXCL12 y VCAM-1 que desencadenan en las vias de sefializacion de
PI3K/AKT y NF-kB (Kipps et al., 2017).

De tal forma que, Bcl-2 es una proteina presente en la membrana externa mitocondrial
que promueve la supervivencia celular por la unidn de proteinas pro-apoptoéticas. Los
inhibidores de Bcl-2 actian uniéndose a Bcl-2, desplazando a las proteinas pro-apoptdticas Bax
y Bak y promoviendo la apoptosis derivada de mitocondrias a través de la liberacion de
moléculas como el citocromo C y las especies reactivas de oxigeno (Hockenbery et al., 1990)
(Hockenbery et al. 1990). El secuestro de Bax y Bak puede llevarse a cabo por miembros de la
familia de BH3 como Bim, Puma, Bid, Bad y Noxa al unirse y antagonizar con las proteinas de la
familia de Bcl-2.

La expresién de Bcl-2 en el 90% de los pacientes con LLC es elevada, de manera que el
tratamiento con el inhibidor de Bcl-2, venetoclax, ha sido una ganancia en la terapia de los
pacientes previamente tratados ya sea en monoterapia o en combinacidn con rituximab.

1.3.3.3.1. Venetoclax

Venetoclax es una molécula disefiada para bloquear la actividad de supervivencia de Bcl-
2 al emular al dominio BH3. Inhibe el crecimiento in vivo de los tumores dependientes de Bcl-2.
Una sola dosis oral de venetoclax en 3 pacientes con LLC refractaria acaban en lisis tumoral en
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el transcurso de 24 horas de tal forma que la administracidon escalada es recomendada para
prevenir estos eventos.

1.3.3.4. Mutaciones en la via del BCR

La sefalizacidon del BCR es muy importante en las células tumorales de LLC, ya que
resulta en la actividad de las proteinas aguas abajo Syk, Lyn, BTK y PI3K (Woyach et al., 2012) .
Asi, los inhibidores de BTK, lbrutinib y acalabrutinib, inhiben la sefializacidn intracelular aguas
abajo que involucra a la fosfolipasa C (PLCg2) y los inhibidores de PI3K como ldelalisib, acttuan
sobre un paso critico de la fosforilacién en la via de sefializacidon. No obstante, hay refractariedad
a laiinhibicién de BTK, debido a la disminucién en la respuesta tras cierto tiempo en tratamiento.
Hay varias mutaciones puntuales en la ruta de sefializacidon del BCR que se han identificado en
los casos de refractariedad como son C481S en BTK que interrumpe la unién covalente entre
Ibrutinib y BTK y también las mutaciones puntuales de PLCg2 que interrumpe la sefalizacion del
BCR aguas abajo que incluyen 3 mutaciones como son R665W, L845F T S707Y asociadas con
ganancia de funcién, permitiendo la sefalizacion incluso cuando BTK esta bloqueada. Estas
mutaciones no se observan en pacientes que no han recibido tratamiento con Ibrutinib
previamente y parecen que son seleccionadas durante la terapia (Woyach et al., 2017; Woyach,
Furman, et al., 2014).

Las resistencias a venetoclax son debidas a las sefiales que proporciona al microambiente,
promueven la expresion de Mcl-1 y Bcl-XL, reduciendo la eficiencia del farmaco, especialmente
en tejidos linfoides secundarios (Bose et al., 2017). No obstante, la combinacion con inhibidores
de la via de sefializacion del BCR como Ibrutinib llevan a un descenso en los niveles de la proteina
Mcl-1 en las células de LLC, justificando de esta manera el mecanismo de la combinacién con
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Figura 4. Seiializacion del BCR con las dianas terapéuticas diseiiadas. Representacién de como los
inhibidores del BCR potencialmente pueden tener varios objetivos al estar interconectadas las vias con el
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BCR, pudiendo explicar como la estimulacién del BCR resulta en un incremento de la migracién y la
adhesién. Modificado de (Ferrer & Montserrat, 2018).

1.4.CD99

La molécula CD99 es una proteina transmembrana codificada por el gen MIC2
(Goodfellow et al., 1988). CD99 se localiza en la regidn autosomal (PAR) del cromosoma Y (Yp11-
Ypter) y X (Xp22.33-Xpter) (Aubrit et al., 1989; Banting et al., 1989). El gen de CD99 codifica para
dos proteinas distintas en funcion del procesamiento resultante del splicing alternativo que
sufre la region citoplasmatica: la forma wild-type o isoforma larga (CD99-L) con 185 aminoacidos
(peso molecular de 32 kDa) y la isoforma truncada (CD99-S) con 161 amino &acidos (peso
molecular de 21 kDa). El transcrito de la isoforma CD99-S contiene una insercién de 18pb entre
los exones 8 y 9 que lleva a un coddn stop en el marco de lectura (in-frame) y da como resultado
un polipéptido truncado. La isoforma corta resultante tiene un dominio extracelular y dominio
transmembrana similar a los de la isoforma larga pero varia en el dominio citoplasmatico (Hahn
et al., 1997) (Figura 5).

La proteina de CD99 es rica en residuos de prolina y tiene una organizacién tipica de una
proteina de membrana que comprende un dominio extracelular de 100 aminoacidos, un
dominio transmembrana y un dominio C-terminal corto de 38 aminoacidos. Se ha visto que el
dominio citoplasmatico de la isoforma larga contiene dos sitios de fosforilacién, una serina en el
residuo del aminodcido 168 (S168) y una treonina en el residuo del aminoacido 181 (T181). Estos
potenciales sitios de fosforilacion pueden ser importantes para la sefializacién intracelular y para
las interacciones moleculares extracelulares. De hecho, el residuo S168 de la isoforma larga de
CD99 estd asociado con ser un sitio para la fosforilacion de PKC y se requiere para la funcion
onco-supresora en las células de CD99 en osteosarcoma (Scotlandi et al., 2007)
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Figura 5. Estructura de las dos isoformas codificadas por el gen CD99. (Ali et al., 2022)
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Se trata de una molécula implicada en diferentes procesos como diferenciacién celular,
adhesidn, migracién y trafico de proteinas. CD99 se expresa de diferente manera en la superficie
de las células hematopoyéticas tanto en el linaje mieloide como en el linfoide.

CD99 tiene una expresion ubicua en células y tejidos normales. Mediante estudios de
inmunohistoquimica de varios tejidos humanos se obtiene una alta expresidon en timocitos
corticales, un subgrupo de linfocitos presentes tanto en médula dsea como en ganglios
linfaticos; células endoteliales de los vasos sanguineos; células de Langerhans en el pancreas;
células testiculares como las células de Sertoli y células de Leydig; células granulosas del ovario
y células ependimales del cerebro y del canal espinal. Esta molécula se expresa en todos los tipos
celulares de leucocitos en timo, médula désea y sangre periférica y su expresion esta
inversamente correlacionada con el estado de diferenciacion del linaje linfoide y granulocitario
(Dworzak et al., 1999). En los tejidos normales se expresa principalmente en linfocitos T. Esta
involucrado en varios procesos que afectan a la adhesidon de los linfocitos T regulando la
formacidén de rosetas y aumentando la unién de linfocitos T y linfocitos activados de sangre
periférica a las células vasculares endoteliales (A. Bernard et al., 1988; G. Bernard et al., 2000,
1997). También contribuye a la diapédesis de los leucocitos a través de la interaccion homotipica
de CD99 expresado en leucocitos y células endoteliales (Dufour et al., 2008) . Ademas, CD99
regula el trafico intracelular de proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase 1y tiene un papel en la apoptosis y la diferenciacién celular de timocitos inmaduros (G.
Bernard et al., 1997; Sohn et al., 2001) .

En otros tejidos, CD99 es conocido principalmente por su expresién aumentada (up-
regulation) en el sarcoma de Ewing, para el que se considera un marcador diagndstico (Baldauf
etal., 2017; Rocchi et al., 2010). Sin embargo, en los ultimos afios también reportaron diferentes
roles para CD99 en osteosarcoma (Sciandra et al., 2014), cancer de mama (Baccar et al., 2013;
Byun et al., 2006), adenocarcinoma pancredtico (Goto et al., 2004), gliomas malignos (Cardoso
et al., 2019) y canceres epiteliales (Yoo et al., 2005). Mas recientemente, hay estudios que han
destacado el papel de CD99 presentando esta proteina como una potencial diana terapéutica
en neoplasias hematoldgicas como la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfobldstica aguda
de linaje T (LLA-T) (Chung et al., 2017; Dworzak et al., 1999; Enein et al., 2016; Vaikari et al.,
2020; P. J. Zhang et al., 2000) .

En la LLC la isoforma larga es la que mas se expresa mientras que la forma corta apenas
esta presente (Aguilera-Montilla et al., 2019). Ademas, hay estudios en los que describen que la
isoforma larga esta relacionada con la migracidn de las células de LLC (Aguilera-Montilla et al.,
2019) y que esta isoforma también regula la funcién de las integrinas en la LLC al regular la
adhesién de las células de LLC a los ligandos de la integrina a4B2. CD99 estd regulado por la
metaloproteinasa 9 (MMP9) y el silenciamiento de la MMP9 resulta en una mayor expresion de
CD99 en la superficie de las células de la LLC (Aguilera-Montilla et al., 2019).

Asi CD99 tendria un papel importante en varias patologias hematopoyéticas, por tanto,
se presenta como un potencial objetivo terapéutico. Hay algunas terapias desarrolladas
aprovechando esta caracteristica, una de ellas es el uso de monoclonales contra CD99 (anti-
CD99 mADb), como es el caso de HO36-1.1 pero este monoclonal induce citotoxicidad in vitro en
las células madre de AML (Chung et al., 2017; Vaikari et al., 2020). Los anticuerpos anti-CD99
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también demostraron ser efectivos en la induccidon de citotoxicidad en lineas celulares de
leucemia mieloide como MOLM-13 (Chung et al., 2017; Vaikari et al., 2020).

CD99 puede actuar como una molécula de adhesion e inducir la expresidn de otras
moléculas de adhesiéon como son LFA-a, a4B1, ELAM-1, VCAM-1 y ICAM-1 (Alberti et al., 2002;
G. Bernard et al., 2000; Hahn et al., 1997; Dustin & Springer, 1989), asociadas con la adhesion
leucocitaria y la migracién transendotelial, pasos criticos durante el proceso inflamatorio. CD99
se expresa en los bordes intracelulares de las células endoteliales (Schenkel et al., 2002) y la
interaccion homofilica entre el CD99 endotelial con el CD99 leucocitario facilitaria la migracion
transendotelial a través de la activacion de la proteina quinasa A (PKA) via/a través de un
complejo de senalizacidn formado con la cola citoplasmatica rica en lisina de CD99, la proteina
de anclaje ezrina A-quinasa y la soluble adenilatociclasa (sAC)(L. Watson et al., 2008) . PKA puede
estimular el trafico a través de la membrana, facilitando el paso de los leucocitos a través del
endotelio. Ademas, CD99 es un importante factor de migracidon transendotelial inversa, un
proceso similar a la diapédesis, a través del cual las células dendriticas migran de los sitios de
inflamacidn a los ganglios linfoides (Torzicky et al., 2012).

El ligando natural de CD99 permanece por descubrirse, siendo necesaria la utilizacidon
de anticuerpos monoclonales (mAbs) para estudiar sus funciones efectoras aguas abajo.

1.5.TRATAMIENTO DE LA LLC
1.5.1. Antecedentes de la evolucion de los tratamientos

Durante varias décadas, el tratamiento estandar para la LLC ha sido el Clorambucilo
(Clb). Se trata de un agente alquilante que afecta a la replicacidon del DNAy a la transcripcién del
RNA por la alquilacidn y la unién de las hebras de DNA (Eichhorst et al., 2009; Han et al., 1973;
Knospe et al., 1974). Hay otros agentes alquilantes que se han utilizado en la terapia de la LLC
como son la Ciclofosfamida o Bendamustina.

Posteriormente, se han empleado las combinaciones de analogos de purinas, que
afectan a la sintesis del DNA por la inhibicién de la DNA polimerasa y ribonucleo reductasa o
inhiben la adenosina desaminasa, como son la fludarabina o pentostatina.

Como los analogos de purinas y los agentes alquilantes tienen diferentes mecanismos
de accién y no poseen perfiles de toxicidad superpuestos, parece légico combinar los dos para
adquirir efectos sinérgicos. De tal manera que la utilizacion de la fludarabina junto con
ciclofosfamida posee una citotoxicidad sinérgica (Bellosillo et al.,, 1999) y han mejorado la
profundidad y duracién de la respuesta clinica (Catovsky et al., 2007; Eichhorst et al., 2006; Flinn
et al., 2007).

Posteriormente, se desarrolld una terapia que consiste en la combinacién de la
fludarabina y ciclofosfamida con rituximab, el anticuerpo monoclonal anti-CD20 (FCR),
generandose asi el primer tratamiento que prolongaria la supervivencia media en los pacientes
con LLC (Hallek et al., 2010). También se observd que en los pacientes mayores con
comorbilidades tratados con Clorambucilo a los que se les afiadié rituximab, aumentaron su
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supervivencia (Goede et al., 2014, 2015). Entre los anticuerpos anti-CD20 aprobados para el
tratamiento de la LLC se encuentran Obinutuzumab, Ofatumumab y rituximab. Estos agentes
son utilizados solos o en combinacién con quimioterapia, utilizandose rituximab con terapias
dirigidas como son lIdelalisib y Venetoclax; y Obinutuzumab (GA101) en combinacién con
Venetoclax. El tratamiento estandar actual, tanto en primera linea como en recaida, es el
empleo de farmacos dirigidos a dianas moleculares especificas (inhibidores de BTK, Venetoclax,
Idelalisib) bien en monoterapia o en combinacién con anticuerpos anti-CD20 (Rituximab,
Obinutuzumab)

1.5.2. Eleccién del tratamiento y criterios de inicio.

Muchos de los pacientes con LLC son diagnosticados accidentalmente en un andlisis de
rutina por incremento del recuento linfocitario. Aun asi, hay otros pacientes que tienen
linfadenopatias de crecimiento rapido o que presentan sintomas causados por esplenomegalia
masiva o citopenias por infiltracién medular. Aproximadamente el 5% - 10% de los pacientes
presentan sintomas tipicos (Hallek et al., 2018), pero hay pacientes que permanecen
asintomaticos o se encuentran en estadios tempranos (Rai 0, Binet A) los cuales estan bajo
control y observacion de la enfermedad, sin recibir terapia alguna. Se ha visto que el inicio de la
terapia en estas etapas tempranas no resulta beneficioso para incrementar la supervivencia. La
terapia se recomienda en la progresidn sintomatica de la enfermedad, es decir, cuando haya
evidencias de enfermedad activa (Hallek et al., 2018).

Como la LLC es una enfermedad incurable en la mayoria de casos, el objetivo principal
de la terapia es mejorar la calidad de vida y prolongar la supervivencia. De modo que el objetivo
terapéutico implica la induccidén de respuesta hacia una remision clinica completa duradera y
con una calidad de vida éptima. En la rutina diaria, los puntos importantes al terminar un
tratamiento en los ensayos clinicos serian la tasa de respuesta, el estado de la enfermedad
minima residual, o la supervivencia libre de progresion (PFS), que pueden ser mas relevantes
para aquellos pacientes jévenes y fit que en los pacientes mas mayores y con comorbilidades
relevantes.

No todos los pacientes requieren tratamiento al inicio de la enfermedad, de tal manera
que se observan en intervalos de 1 a 3 meses. Se deben iniciar el tratamiento en aquellos casos
gue cumplan con uno de los criterios del International workshop on Chronic Lymphocytic
Leukemia (iwCLL) cuando la enfermedad esté activa (Hallek et al., 2018):

1. Insuficiencia medular progresiva, presencia o empeoramiento de anemia o
trombocitopenia. Generalmente se utilizan valores de Hb <10 g/dL o recuento plaquetas
<100x10° /L, pero en ocasiones pacientes con plaquetas <100x10° /L pueden
permanecer estables durante un largo periodo de tiempo, sin necesidad de tratamiento.
Esplenomegalia masiva (>6 cm por debajo del reborde costal) progresiva o sintomatica.
Adenopatias de gran tamafio (> 10 cm) o de crecimiento progresivo o sintomatico.

4. Tiempo de duplicacién linfocitario <6 meses o incremento >50% de la linfocitosis en 2
meses (Unicamente aplicable con linfocitosis >30x10°/ L). Se deben excluir otros factores
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que puedan explicar aumento en la cifra de linfocitos (infecciones, uso de esteroides,
etc.).

5. Anemia y/o trombocitopenias autoinmunes que no responden al tratamiento con
corticoides.

6. Afectacién sintomatica o funcional de otros érganos o tejidos: piel, rifidn, pulmon.

7. Pérdida de peso (>10% en 6 meses), astenia, (ECOG 22), fiebre >382C (sin infeccidon
durante >2 semanas) o sudoracidon nocturna (> 1 mes sin evidencias de infeccion o
fatiga).

La hipogammaglobulinemia, la existencia de una paraproteina monoclonal, la presencia
de alteraciones citogenéticas de alto riesgo o la leucocitosis por si sola no constituyen criterios
para iniciar tratamiento.

La recaida de la enfermedad, el aumento del recuento de linfocitos de manera
asintomatica sin otros signos de progresién no son indicadores de empezar la terapia a menos
gue muestren sintomas de enfermedad activa. Asi pues, las segundas y sucesivas lineas de
tratamiento deben iniciarse siempre que se retdnan los criterios de enfermedad activa detallados
para la primera linea.

LLC 12 linea
(activa)

Ensayo clinico

| |
No TP53 mut/del(17p) o del(11q) TP53 mut y/o del(17p)

IGHV mut IGHV no mut

Acala/lbrutinib/VO
| | Venetoclax!

R-ldelalisib?
Fit Unfit Fit Unfit
Acala/Ibrutinib/VO* Acala/Ibrutinib/VO* Acala/Ibrutinib/VO* Acala/lbrutinib/VO*
FCR(>65 afios BR)? Clb-obituzumab? FCR(>65 afios BR)! Clb-obituzumab?

Figura 6. Opciones de terapia de primera linea. Acala: Acalabrutinib, BR, Bendamustina + rituximab; Clb,
Clorambucilo: R, Rituximab, FCR, fludarabina; ciclofosfamida y rituximab, VO: venetoclax + obinutuzumab;
IGHV genes de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. El criterio fit o unfit se basa en la capacidad
del paciente de poder recibir quimio inmunoterapia (FCR o BR). ! En los casos que no pueden
administrarse los farmacos recomendados como primera opcidn terapéutica. *Las lineas no indican orden
de preferencia y los farmacos estan listados por orden alfabético. La seleccidn se hara en bases a criterios
clinicos y bioldgicos. GELLC. Guias de tratamiento de LLC vs 18 abril 2023; Available from:
https://www.gellc.es/images/pdf/PPT_GUIAS_GELLC-V1.pdf.
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1.5.2.1. Seguimiento, Respuesta y evaluacion.

A los dos meses de haber finalizado el tratamiento, se evaluard la respuesta en la
inmunoterapia y a los dos meses de haber alcanzado la maxima respuesta para el tratamiento
continuado.

Estos factores prondsticos adversos para determinar la respuesta al tratamiento y la
supervivencia incluyen valores séricos de LDH y B2-M, patron de infiltracion medular,
marcadores de expresidon de ZAP-70 y CD38. Ademas, se utilizan los marcadores genéticos como
el estado mutacional de los genes IGHV y alteraciones citogenéticas como del(11)q y del(17p).

1.5.3. Tratamiento en pacientes R/R segunda linea

En algunos casos hay pacientes que no responden a la segunda linea de quimio-
inmunoterapia como son aquellos que han generado resistencia al tratamiento de quimio-
inmunoterapia de primera linea, aquellos tras la quimio-inmunoterapia basada en fludarabina
cuyo tiempo de progresion es de 2-3 afios, o aquellos que presentan del(17p) o mutaciones de
TP53. En este caso estos pacientes deberian seguir un régimen no quimioterdpico o entrar en
un ensayo clinico siempre que sea posible. No obstante, en ciertos casos el trasplante alogénico
de células hematopoyéticas podria ser considerado.

Los pacientes con una recaida temprana tras la primera linea de quimioterapia o de
guimio-inmunoterapia tiene un prondstico adverso que ha mejoro con la administracion de
terapias dirigidas a dianas especificas. Esto se debe a la evolucion clonal de la LLC tras el
tratamiento de primera o segunda linea y un enriquecimiento de alteraciones genéticas
adversas como la alteracion de TP53, lo que lleva a una seleccién clonal durante la quimioterapia
en algunos casos.

La transformacion a linfoma difuso de células B (DLBCL) ocurre en el 2-15% de los
pacientes dentro del trascurso de la enfermedad, en algunos casos después de varias lineas de
tratamiento de quimio-inmunoterapia.

La seleccion del tratamiento correcto en los pacientes R/R depende del tipo de terapia
previa, la respuesta al tratamiento previo y los efectos secundarios, comorbilidades y el riesgo
de toxicidad asociada a los farmacos

Actualmente la terapia recomendada se basa en las nuevas terapias con inhibidores de
quinasas como lbrutinib, Idelalisib, el antagonista de BCL-2 venetoclax o los anticuerpos
monoclonales. Estos farmacos han supuesto una mejora en el pronéstico de los pacientes en
recaia o refractarios (R/R) mostrando una gran eficacia clinica, incluso en los pacientes con mal
prondstico, especialmente aquellos que son refractarios a la terapia de regimenes que
contienen fludarabina y aquellos que poseen mutacién en TP53 o del17p (Smolewski & Robak,
2021). La combinacién de los nuevos agentes terapéuticos puede aumentar la eficacia, reducir
el riesgo de resistencia y la toxicidad. Ademads, el tratamiento combinado puede producir una
mayor respuesta y puede utilizarse durante un periodo limitado, sin embargo, sélo esta
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aprobada la combinacién de venetoclax y rituximab para un determinado periodo de duracion

concreta en los pacientes R/R.

I
1QT previa

Acala/lbru/R-Ven*
R-idelalisib

Figura 7.

Intolerante a iBTK

iBTK alternativo/R-Ven*
R-idelalisib

Opciones de terapia de

rescate en paciente R/R. Acala:

Intolerante a

R/R iBTK R/R Venetoclax
Ven
Cay i Acala/lbrutinib* iBTK
R-idelalisib R-idelalisib R-idelalisib
Retratamiento
Ven?!

Valorar Alo-TPH

Ensayo clinico Valorar Alo-TPH

Ensayo clinico

Acalabrutinib, 1QT:

inmunoquimioterapia, iBTK: inhibidor de BTK (Acalabrutinib o Ibrutinib), Ibru: Ibrutinib, R: Rituximab, Alo-

TPH: trasplante alogénico de progenitores hematopoyético, R/R: recaido/refractarios, ven: venetoclax. *

Las lineas no indican orden de preferencia y los farmacos estan listados por orden alfabético. La seleccion

se hara en bases a criterios clinicos y bioldgicos. ! Si recaida tardia. GELLC. Guias de tratamiento de LLC vs
18 abril 2023; Available from: https://www.gellc.es/images/pdf/PPT_GUIAS_GELLC-V1.pdf.

1.5.3.1. Resistencias al tratamiento

La resistencia a los inhibidores de BTK 0 a los inhibidores de BCL-2 es un problema comun

en los pacientes R/R. Los pacientes que desarrollan resistencia a Ibrutinib es, en algunos casos,

debido a una mutacién en el sitio de unién covalente a Ibrutinib (C481S) que le confiere un peor

resultado frente al tratamiento. Ademds, hay pacientes que adquieren resistencia a venetoclax,

hay una mutacion puntual (Gly101Val) que disminuye la afinidad de Bcl-2 y reduciria la unién de

venetoclax. A pesar de las altas tasas de respuesta clinica, la mayoria de los pacientes que

reciben un tratamiento previo intenso antes de comenzar con venetoclax finalmente

experimentan una recaida o sufren transformacién Richter a linfoma difuso de células B grandes

(Anderson et al., 2017). Esta mutacidn se ha observado en pacientes que ocurre durante la

progresion de la enfermedad, de modo que podria ser un potencial biomarcador de la recaida

clinica en la LLC. De la misma manera tiene lugar en paralelo la mutacidon Asp103Glu durante la

terapia con venetoclax (Blombery et al., 2019, 2020).
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1.5.3.2. Evolucidn clonal

La evolucidn clonal y la heterogeneidad son fundamentales en la dindmica del cancer,
mediante un proceso reiterado de proliferacidn clonal, diversificacion y seleccion. Las células se
adaptan dentro del microambiente adquiriendo y acumulando progresivamente caracteristicas
que permiten su desarrollo y expansién. La heterogeneidad intratumoral favorece esta
evolucion al dotar de una gran variedad de subclones, de los cuales el subclén mas apto se
selecciona de la generacion parental y se propaga a la generacién posterior. Esta
heterogeneidad intratumoral es respaldada por la heterogeneidad genética de los diferentes
subclones tumorales, en los que cada uno alberga un conjunto de alteraciones genéticas, asi
pues, estudiando la evolucién clonal se podria identificar el inicio y la progresion tumoral que se
lleva a cabo en respuesta al tratamiento posterior y la recaida.

La LLC tiene una dinamica de mutaciones variable y heterogénea llevando a una
composicion clinica diversa desde una rapida progresion, refractariedad al tratamiento vy
trasformacion de alto grado (Gonzalez-Rincén et al., 2019), o un curso clinico altamente estable
o incluso la regresidn espontanea de la enfermedad en el extremo opuesto, no obstante gracias
al transcurso prolongado de la enfermedad permitiria descifrar la evolucién clonal. La
distribucidon de mutaciones o de alteraciones genémicas en los genes TP53, SF3B1, ATM, POT1,
RPS15 son mas frecuentes en aquellos pacientes que entran en ensayos clinicos. La aparicion de
clones en recaida después de la quimioterapia, suelen estar caracterizados por tener mutaciones
en genes como TP53, IKZF3 o NRAS, precedida por la presencia de subclones mutados que
pueden ser detectados antes del tratamiento (Landau et al., 2013, 2015). Al contrario, las
mutaciones asociadas con la resistencia a Ibrutinib observada en BTK o PLC62, no son comunes
detectarlas antes del tratamiento o en una muy baja frecuencia (inferior a dos en un millén)
(Burger et al., 2016). No obstante, emergen progresivamente postratamiento y pueden ser
detectadas 3-15 meses antes de la progresion clinica (Kwok & Wu, 2021; Woyach, Furman, et
al., 2014). Muchos casos tienen una heterogeneidad intratumoral compleja que influencia la
evolucidn de la enfermedad. Las alteraciones clonales tempranas parecen corresponder con las
alteraciones clasicas en el nimero de copias (CNA) del(13q), tri(12) y del(11q) seguidas de la
adquisicion de mutaciones en diferentes genes TP53, SF3B1, ATM, POT1, RPS15 (Landau et al.,
2013, 2015; Nadeu et al., 2016). La secuenciacion de gran cobertura ha aumentado la deteccion
de pequefios subclones mutados en practicamente todos los genes mutados (Landau et al.,
2013; Nadeu et al., 2016, 2018; Rossi et al., 2014).

Ademas, el aumento del nimero de mutaciones empeora en la evolucidn de los tumores
al diagnéstico y en la recaida tanto en tumores clonales como subclonales (Landau et al., 2013;
Nadeu et al., 2018). La influencia del nUmero de mutaciones en el acortamiento del tiempo hasta
el primer tratamiento parece independiente de los drivers especificos (TP53, SF3B1, ATM), de la
composicion clonal/subclonal de los tumores y de las mutaciones en /GHV (Nadeu et al., 2018).
El aumento del nimero de alteraciones subclonales confiere una supervivencia global menor,
pero parece estar relacionado con el estado de IGHV o mutaciones de TP53 (Landau et al., 2013;
Nadeu et al., 2016, 2018). Las relaciones entre las alteraciones gendmicas y epigendmicas
(Oakes et al., 2016) y la evolucién dindmica de las poblaciones clonales y subclonales se conocen
poco. Estos mecanismos son clinicamente relevantes ya que la quimioterapia selecciona los
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subclones mas aptos de alto riesgo, mientras que las nuevas terapias promueven la aparicidon de
clones resistentes (Burger et al., 2016; Landau et al., 2013, 2015b).
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2. HIPOTESIS

Los linfocitos B clonales presentes en la médula dsea y en los ganglios linfaticos de la
LLC, expresan mayores niveles de MMP-9 en su superficie que los circulantes en sangre
periférica(Kamiguti et al., 2004; Vandooren et al., 2013). En estudios previos, se ha visto que las
vias de sefializacion reguladas por las MMP son amplias destacando las rutas de las MAPKs
(p38MAPK y ERK1/2). Por otra parte, la MMP-9 se ve regulada por los ejes CXCL12/CXCR4 y
CCL21/CCR7 que aumentan su expresion via ERK1/2/c-fos (Baildn et al., 2018; Kamiguti et al.,
2004; Redondo-Mufioz, Ugarte-Berzal, et al., 2010).

Ademas, las células de LLC expresan altos niveles del receptor de la quimioquina CXCL12
(CXCR4) en sangre periférica pero bajos niveles en tejidos periféricos. Esta quimioquina posee
un rol crucial en el reclutamiento de las células LLC a la médula ésea, y también a través de la
activacion de las vias MEK/ERK y PI3K y de la fosforilacién de STAT3, es capaz de inducir la
supervivencia de estas células (Amigo-Jiménez et al., 2015; Lozano-Santos et al., 2015; Redondo-
Mufioz, Escobar-Diaz, et al., 2010; Redondo-Mufioz et al., 2006).

Previamente se ha demostrado que CD99 es una molécula transmembrana y se postula
como una nueva diana terapéutica al intervenir en procesos de adhesién y migracion de las
células de la LLC y también en el trafico de proteinas intracelular y en la diapédesis leucocitaria
hacia el endotelio vascular inflamado. Ademas, CD99 guarda una relacién estrecha con la MMP-
9, de tal forma que nos planteamos ampliar el conocimiento del efecto de las nuevas terapias
sobre CD99 ya que hasta el momento no hay apenas informacién sobre CD99 en la LLC, salvo su
relacidon con la MMP-9 (Aguilera-Montilla et al., 2019).

Por tanto, en primer lugar, hipotetizamos que CD99 podria tener un papel regulador en
la LLC, en la migracion y adhesion celular a través de vias de sefalizacién intracelular de las MAPs
y que, ademas, podria tener una relacidn sinérgica junto con la MMP9 cuya relacién con CD49d
ha sido estudiada previamente.

En segundo lugar, planteamos el estudio del papel de CD99 sobre la expresidon de
CXCL12, en células de LLC tratadas con Ibrutinib, de tal manera que muestre el impacto sobre la
supervivencia celular y la migracién. Puesto que CXCR4 media la regulacidn de la tirosina quinasa
de Bruton (BTK) reteniendo las células de LLC en los ganglios linfaticos, bazo y médula dsea; vy,
ademas, la reducciéon en la membrana de CXCR4 producida al inhibir BTK con lbrutinib,
postulamos que desencadenaria una rdpida redistribucién de las células LLC desde el bazo y los
ganglios linfaticos.
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3. OBJETIVOS

El microambiente estromal en la LLC es un punto clave en la resistencia al tratamiento
de esta enfermedad. Con el fin de profundizar en los mecanismos moleculares que contribuyen

a esta resistencia, nos plateamos los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion bioldgica de la expresion de CD99 y CD49d en el ambiente estromal de
células de pacientes con LLC sometidas al tratamiento in vitro con lbrutinib, Idelalisib y
Venetoclax.

2. Valoracidn de la influencia del microambiente en la migracién y adhesién de células LLC
bajo el tratamiento con lbrutinib, analizando la migracién hacia CXCL12 junto con la
expresion de CD99 en la adhesién y en la migracién a través de células endoteliales HUVEC.

3. Caracterizacién de las vias de sefializacién implicadas, bajo la influencia de lbrutinib, en
concreto AKT, ERK y p38 y la valoracion sobre las proteinas involucradas en la apoptosis

como Bcl-2 y Mcl-1.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1.Muestras bioldgicas.

4.1.1. Pacientes

Todas las muestras que se utilizaron en este ensayo fueron proporcionadas por el
Hospital Puerta de Hierro de Majadahonda, previo consentimiento informado de los pacientes
y respetando el anonimato de los mismos, contando con la aprobacion del Comité ético del
Hospital Puerta de Hierro (Comité Etico de Investigacién Clinica Hospital Puerta de Hierro
Majadahonda), llevado a cabo siguiendo los principios de la Declaracion de Helsinki.

Se analizaron muestras bioldgicas de los pacientes recién diagnosticados, muestras
consecutivas al diagndstico, y durante la progresion de la enfermedad, y muestras de pacientes
gue recibieron tratamiento previo. Las muestras control fueron tomadas de individuos sanos
provenientes del Biobanco del Hospital Universitario Puerta de Hierro de Majadahonda, tras la
firma del consentimiento informado para el estudio.

En total los pacientes incluidos en el estudio fueron 55 cuyas caracteristicas estan
detalladas en la Tabla 3 y se incluyeron 5 muestras control de donantes sanos.

CARACTERISTICAS N=55

0 18

Estadio Rai -1l 26
i-1v 11

M 15

IGHV NM 27
NS 13

M 8

TP53 NM 35
NS 12

M 3

SF3B1 NM 38
NS 14

M 7

NOTCH1 NM 35
NS 13

M 2

BIRC3 NM 33
NS 20

M 0

ATM NM 4
NS 51

Tabla 3. Pacientes incluidos en el estudio. NM: no mutado, M: mutado, NS: no
determinado
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4.1.2. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas en este estudio fueron: lineas primarias de estroma HS-
5 (fibroblastoide) y HS-27A (epitelioide) obtenidas del Biobanco ATCC (American Type Culture
Collection; Manassas, VA, USA), cultivadas en RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen, Pailey, Escocia) con
10% de suero bovino fetal (FBS, Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Estas células estromales fueron
inmortalizadas a partir de aspirado de medula dsea de donantes normales(Roecklein & Torok-
Storb, 1995). Linea celular HUVEC (Human Vascular Endothelial Cells) donadas generosamente
por Dra. Laura Sanz Alcober, cultivadas en medio ECGM-2 suplementado (Gibco, Invitrogen,
Pailey, Escocia)

4.2.Procesamiento de muestras

4.2.1. Aislamiento de las células en sangre.

La purificacién de los linfocitos B se realiza a partir de las muestras de sangre periférica
mediante la centrifugacién en gradiente de Ficoll (Ficoll-Plaque™ PLUS, GE Healthcare Bio-
Science). Se centrifugaron las muestras previamente diluidas 1:1 con RPMI sin suero o con PBS
1X estéril sobre el Ficoll, durante 15 minutos a 2.100 revoluciones por minuto (rpm) sin freno en
la centrifuga y a temperatura ambiente.

Tras la centrifugacion, se recoge la fraccion mononuclear de la interfase (PBMC)
resultante de la centrifugacion, en un halo donde encontramos los linfocitos B. Para evitar la
presencia de eritrocitos en la fraccién leucocitaria, lisamos el pellet con Buffer de Lisis, (Quiagen,
Hilden, Germany) durante 15 minutos para después centrifugar la suspension a 1.200 rpm
durante 5 min y resuspender el pellet en RPMI sin suero.

Las células obtenidas se conservaron en N; liquido hasta su uso, 20 millones de células
por criotubo en medio de congelacién conteniendo 10% DMSO, 60% suero fetal bovino (FBS) y
30% medio RPMI.

Ademas, se realiza la determinaciéon del inmunofenotipo con CD19 y CD5 para
determinar el porcentaje de linfocitos B clonales en la muestra mediante citometria de flujo.

4.2.2. Extraccion automatica de ADN

El ADN gendmico fue extraido de los linfocitos B previamente obtenidos mediante la
purificacién por Ficoll.

Este método fue empleado en la extraccion del ADN de todos los individuos mediante
el kit de purificacién Maxwell 16 Blood ADN (Promega, Madison, CA, USA), cuyo mecanismo de
accion se basa en la utilizacién de particulas magnéticas que se unen al DNA y posteriormente
se eluye en condiciones de baja salinidad. Tras esta extraccidn, se determina la cantidad y la
calidad del ADN obtenido mediante el espectrofotometro Quantus (Promega, Madison, CA,
USA).
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4.2.3. Aislamiento y extraccion de RNA

La extraccion del RNA total se realiza tras el aislamiento de la fraccion mononuclear del
apartado anterior, en al menos 10 millones de células. Se emplea el kit simplyRNA Cells para
Maxwell (Promega, Madison, CA, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La calidad y la cantidad del RNA extraido se valora mediante la lectura de la absorbancia
en el Nanodrop (NanoDrop Technologies, Newark, USA) a una longitud de onda (A) de 260y 280,
para determinar la ratio Azso/Azs0, considerando valores dptimos a los comprendidos entre 1,8 y
2. Y posteriormente se tomard 1ug de dicho RNA para elaborar el cDNA en la RT-PCR.

Para el estudio de la integridad del RNA, y de los productos obtenidos tras la RT-PCR, se
realiza electroforesis en gel de agarosa, con una concentracion de agarosa del 1-1,5%. Se
visualizé mediante el software Quantity One 4.5.1 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA).

4.3. Andlisis de la expresién

4.3.1. PCR convencional

Fue empleada en las muestras para llevar a cabo la amplificacion del gen TP53 y de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas IGHV con su posterior secuenciacién.

4.3.2. Determinacion del estado mutacional de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
(IGHV)

Para determinar la familia del gen Vh (Fais et al., 1998), se utilizé 2 uL de DNA
amplificado utilizando primers especificos de la region FR junto con el primer antisense Jh de la
tabla 4 y 5. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 plL utilizando un
termociclador Verity (Applied Biosystems, Foster City, CA) siguiendo el programa:
desnaturalizacién a 94°C durante 45s, alineamiento 65°C durante 45s y elongacidn 72°C durante
45s. Después de 35 ciclos, la elongacion se continua durante 10 min adicionales. Los primers
utilizados para la secuenciacién de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas fueron los
detallados en la Tabla 4 y Tabla 5 para la regidn codificante Vy: FR1 y para la regidn Leader (Fais
et al., 1998) respectivamente.

IGHV FR1

Region Direccion Primers (5’ > 3’)
amplificada
VH1 FR1 F GGC CTC AGT GAAGGT CTCCTG CAAG
VH2 FR1 F GTC TGG TCC TAC GCT GGT GAAACC C
VH3FR1 F CTG GGG GGT CCC TGAGAC TCT CCT G
VH4 FR1 F CTT CGG AGA CCC TGT CCC TCA CCT G
VH5 FR1 F CGG GGAGTC TCT GAAGATCTCCTGT
VH6 FR1 F TCG CAG ACCCTC TCACTC ACCTGT G
JHconsensus R CTT ACC TGA GGA GAC GGT GACC

JHconsensus R 6-FAM-CTT ACC TGA GGA GAC GGT GACC
Tabla 4. Primers de la region FR1 de VH
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IGHV LEADER

Regidn Direccion Primers (5’ > 3’)
amplificada
VH1y VH7 F ATGGACTGGACCTGGAGG
VH2 F CACRCTCCTGCTGCTGACCA
VH3a F GCTGGGTTTTCCTTGTTGC
VH3b F ATGGAGTTKGGRCTGAGCTG
VH4 F GCTCCCAGATGGGGTCCTG
VH5 F CTCCTCCTGGCTGTTCTCC
VH6 F CTGTCTCCTTCCTCATCTTCC
JH R CTT ACC TGA GGA GAC GGT GAC C
CONSENSUS

Tabla 5. Primers de la region Leader de VH

4.3.3. Determinacion del estado mutacional de TP53

Para determinar el estado mutacional de TP53, se llevé a cabo una amplificacion de los
exones 4, 5-6, 7, 8-9, 10 siguiendo las recomendaciones(Malcikova et al., 2018) .

TP53

Region Primer (5’ > 3’) Direccion = Longitud

amplificada producto

Exén 4 TGCTCTTTTCACCCATCTAC F 353 bp
ATACGGCCAGGCATTGAAGT R

Exones 5-6 | TGTTCACTTGTGCCCTGACT F 467 bp
TTAACCCCTCCTCCCAGAGA R

Exén 7 CTTGCCACAGGTCTCCCCAA F 237 bp
AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA R

Exén 7 AGGCGCACTGGCCTCATCTT F 177 bp
TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC R

Exones 8-9 | TTGGGAGTAGATGGAGCCT F 445 bp
AGTGTTAGACTGGAAACTTT R

Exén 10 CAATTGTAACTTGAACCATC F 260 bp
GGATGAGAATGGAATCCTAT R

Tabla 6. Primers de TP53

4.3.4. Secuenciacion Sanger

La secuenciacién Sanger nos permite identificar la secuencia de bases de la muestra a
analizar. Se realiza mediante el marcaje fluorescente de los dideoxinucledtidos trifosfato
(ddNTPs), siendo diferente para cada base y emitiendo fluorescencia en una longitud de onda
diferente cada una facilitando la correcta determinacién.

Tras la amplificacion con los cebadores especificos descritos anteriormente, se lleva a
cabo una purificacion de 5 pL del producto de PCR con la muestra de DNA de inicio, junto con 2
uL del reactivo Exosapit (G&E Healthcare Bio-Science) durante 15 min a 37°Cy 15 min a 75°C en
un termociclador.

Las secuencias fueron determinadas al reamplificar 1ulL del producto de PCR purificado
obtenido en el paso anterior con 2 plL del reactivo Big Dye 1.1 (Applied Biosystems, Foster City,
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CA) para fragmentos inferiores a 400 pb, 1 pL del primer forward o reverse, 1 uL de Buffer de
elucion y 5ulL de agua. Estas reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo siguiendo el
siguiente programa: desnaturalizacion 94°C durante 45s, alineamiento 62°C durante 30s,
elongacion 72°C durante 45s. Después de 30-32 ciclos la elongacién se continua durante 10 min
adicionales.

Estos productos de PCR son secuenciados directamente tras la purificacién con resina
(BDx) empleando 2L de cada muestra con 10 pL BDx terminator y 45 plL de buffer en un agitador
de placas durante 30 minutos. A continuacién, las muestras fueron analizadas utilizando un
secuenciador automatizado ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Para el andlisis de las secuencias obtenidas se utilizé el programa Chromas
(Technelysium, Australia) y en el caso de las secuencias de /IGHV se compararon con aquellas en
el directorio de la base Vquest IMGT/V-QUEST program version: 3.5.31 (Giudicelli et al., 2011)

4.3.5. Analisis de la clonalidad

Para el andlisis de fragmentos, se lleva a cabo un andlisis de la clonalidad de aquellas
muestras con IGHV varias poblaciones. De tal manera que el andlisis de los fragmentos clonales
se basa en el marcaje con fluorocromos de uno de los primers con los que se realiza la PCR, en
este caso se marca el primer JHconsensus-6-FAM. Después de la amplificacion por PCR, los
productos amplificados son separados en una electroforesis en capilares de polimero (POP7) en
el secuenciador ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). Asi pues, afiadiendo 1uL del producto
amplificado con 0,8 uL de un patrén de tamaifio de fragmentos GeneScan 400-ROX para
cuantificar los fragmentos de DNA de un rango de nucledtidos de 50-400 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) y 10 pL de formamida desionizada, para permitir la separacién por
desnaturalizacion del ADN en cadenas simples. De tal forma que tras incorporarlo en un
secuenciador automatico de ADN ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) se detectan
automadticamente debido a la fluorescencia por el sistema laser del secuenciador.

Para la interpretacion de los datos obtenidos, consideramos los fragmentos
monoclonales si se obtiene un pico de la longitud del fragmento estimada (pares de bases) que
esté en consonancia con el producto amplificado. Si hay 2 picos, la altura del pico debe ser al
menos del doble de la distribucién normal de los picos policlonales, correspondientes a las
células reactivas acompafiantes. Si se detectan 2 picos de longitud de onda igual o x2 veces el
pico inicial, se considera biclonal el resultado. Si se detectan de 3 a 5 picos puede ser un
resultado oligoclonal y si son mds de 5 picos de longitudes diferentes se considera un resultado
policlonal.
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4.3.6. Next Generation Secuencing Analysis (NGS)

Se lleva a cabo para la determinacién del estado mutacional de TP53. Se emplea un
panel Archer VariantPlex (Illumina, San Diego, CA, USA, USA) por el cual se generan unas librerias
qgue son analizadas con el secuenciador MiSeq (lllumina) y los archivos fastq generados, en
concreto .bam.bai generados son analizados con el software proporcionado por Archer.

La técnica se basa en la secuenciacidn por sintesis mediante la terminacidn reversible
ciclica, donde se utilizan terminadores de cadena marcados fluorescentemente, cuyo nucleétido
blogueado por un grupo 3’-O-azidometilo marcado con un fluoréforo (F) especifico de cada
base, que es eliminado tras la obtencidn de la imagen y al estar libre el carbono del extremo 3’,
la cadena acepta una nueva base y se continua la reaccién de secuenciacidn. Durante cada ciclo.
Los fragmentos incorporan solo un nucleétido ya que el grupo 3’ impide incorporaciones
adicionales. El fluoréforo se escinde y el 3’-OH se regenera con el agente reductor Tris fosfina,
de tal manera que tras esto el ciclo de adicidn, elongacion y escisidon de nucleétidos comienza
de nuevo.

La técnica consiste en un primer lugar en la fragmentacidon del DNA de las muestras a
estudiar con la posterior ligacién de adaptadores, que permiten la hibridacién de las muestras a
secuenciar sobre la superficie de la flow cell, y de indice que permitirian la identificacion de las
muestras de manera individual. Tras la ligacion se produce la amplificacion elaboracidon de una
mezcla de cada muestra a una concentracidon determinada para proceder a la carga en el
secuenciador MiSeq (lllumina) y su secuenciacion.

En este caso se utiliza un panel dirigido en estudiar en concreto para el gen TP53
VariantPlex Archer, de tal forma que se emplea un panel de amplicones basado en la
amplificacion mediante PCR de los exones 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 mediante la unidn de los
primers especificos. Asi pues, partimos de 50 ng de DNA y en la obtencidn de las librerias se
generaran amplicones mediante amplificacion por PCR y se ligara en los extremos de cada
amplicon un indice unico (molecular barcode o MBC) especifico de cada fragmento de DNA
especifico de cada muestra, y un adaptador.

Para la cuantificacidon de las librerias generadas se utilizan varios métodos para su
precisién, KAPA Library Quantification Kit (KAPA Biosystems, Roche), Qubit fluorometer (Thermo
Fisher Scientific), y Quantus.

Parra la visualizacién se utiliza el software comercial de Archer y ademas se utiliza el
programa IGV para la carga y visualizacidn de los datos y evitar la pérdida de informacién
relevante y los falsos positivos.

La interpretacidn de las variantes analizadas se realiza siguiendo las recomendaciones
del Grupo ERIC utilizando la informacion de las bases de datos recomendadas(Malcikova et al.,
2018) para establecer el significado clinico de la variante estudiada. Para confirmar las variantes
mutacionales se realiza consultando las bases de datos ClinVar, COSMIC, IARC (ClinVar, n.d.;
IARC — INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, n.d.; Forbes et al., 2017)
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4.4.Citometria de flujo

Para el estudio de la expresién de CD99 y CD49d en las células de donantes y pacientes
de LLC se recurrid a la técnica de citometria de flujo, empleando un citdmetro modelo NAVIOS
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA), equipado con 3 laseres, que emiten luz a una longitud de
onda de 488 nm, 638 nm y 405 nm, y con detectores que permiten determinar el tamaiio celular,
la complejidad citoplasmatica y la fluorescencia de los fluorocromos.

Esta técnica se basa en el marcaje de las células con anticuerpos conjugados a
fluorocromos que de manera especifica reconocen antigenos humanos de la superficie celular.

Brevemente, se seleccionaron los anticuerpos marcados con diferentes fluorocromos
que al ser excitados con el laser adecuado producen una emision de luz en determinada longitud
de onda que permitan la deteccién simultanea de la expresién de varios antigenos de superficie
de una Unica muestra.

Fluorocromo Longitud de onda  Longitud de onda
de excitacion nm de emisién nm
APC (aloficocianina) 633-638 775
PC5.5 (ficoeritrina-cianina 5 ) 488 692
PC7 (ficoeritrina-cianina 7 ) 488 770
FITC (isotiocianato de fluoresceina) 488 525
PE (ficoeritrina) 488 575
ECD (ficoeritrina Texas Red) 488 613

Tabla 9. Fluorocromos empleados

Las células se centrifugaron y resuspendieron en 300uL del buffer FACS IsoFlow
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) con BSA para impedir la formacion de uniones inespecificas
de los anticuerpos. El marcaje de las células se realizé afiadiendo a la suspension celular el
volumen indicado por la casa comercial de cada anticuerpo especifico: 5L de los anticuerpos
monoclonales CD3-PE, CD45-PC7, CD19-PC5.5, CD5-FITC, CD49d-APC, CD99-ECD y utilizando los
respectivos controles de isotipo 1gG2-ECD (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Tras incubar las
muestras durante 15-30 min a temperatura ambiente y en oscuridad se analizaron 5x10° células.

La adquisicion de las muestras se realizé con un citdmetro de flujo FACS NAVIOS EX. BEC
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) manteniendo la velocidad constante y el nimero de eventos
en 100.000 eventos para los casos de la evaluacidn del efecto del fdrmaco, mientras que para
los ensayos de migracidn se tuvo en cuenta solo el tiempo de adquisicion de manera constante
y previamente fijado para determinar el nimero de células. El posterior andlisis de los datos
resultantes de las citometrias se realiza con el Software Kaluza Analysis versidon 2.4 (Beckman
Coulter).
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4.5.Ensayos in vitro. Cultivo celular

4.5.1. Cultivos de lineas de estroma de médula 6sea HS-5 y HS-27A

Las lineas celulares fueron adquiridas en el biobanco ATCC (American Type Culture
Collection; Manassas, VA, USA), fueron cultivadas en RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, Peisley, UK)
con 10% de suero fetal bovino (SBF, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y con 1% antibidtico (100
U/mL Penicilina y 100 pg/mL de Estreptomicina (GIBCO).

Estas lineas celulares de estroma inmortalizadas con los genes E6/E7 del virus del
papiloma humano(Roecklein & Torok-Storb, 1995), estan establecidas a partir de un donante
normal, y por ello tiene caracteristicas de estroma primario. La linea HS-5 tiene una morfologia
fibrobldastica, es capaz de secretar factores solubles y es la Unica capaz de sostener la
proliferacién de progenitores hematopoyéticos co-cultivados. No obstante, la linea HS-27A
posee una morfologia epitelial, con una secrecion menor de factores de crecimiento y no
promueve la proliferacion de progenitores, pero tiene gran potencialidad para las uniones
intercelulares. Seleccionadas asi para representar el microambiente estromal.

Estas lineas celulares fueron cultivadas en RMPI-completo en condiciones estandar,
siendo desdobladas hasta un maximo de 8 pases.

4.5.2. Cultivos de HUVEC

Como modelo de células endoteliales para los estudios in vitro, se selecciond la linea
celular procedente de células endoteliales de vena de corddén umbilical humana (Human
umbilical vein endothelial cells, HUVEC) generosamente prestadas de la Dra. Sanz-Alcober
(UNIM) procedentes de ATCC. Para el cultivo de las células se empled el medio de cultivo EGM-
2, compuesto del medio de cultivo basal EBM-2 (Lonza, Wokingham, UK) conteniendo el 2% FBS,
y suplementado con VEGF, FGF, EGF, factor de crecimiento tipo insulina | (R3-IGF-1),
hidrocortisona, dcido ascérbico, gentamicina sulfato y anfotericina-B (Lonza).

4.5.3. Cultivos de células primarias (PBMCS)

Las células mononucleadas obtenidas en la extraccion de sangre periférica,
corresponden con la poblacidn de linfocitos B con una pureza 290% CD19+, determinada
mediante citometria de flujo. Estos linfocitos aislados fueron preservados en N; liquido y fueron
descongelados posteriormente en RPMI 1640 con 10% FBS a 37°C y centrifugadas a 1.500rpm
durante 5 min y se resuspenden en medio de cultivo completo con RPMI 1640 con L-glutamina
(GIBCO) suplementado con 10% SFB y penicilina (100U/mL)/estreptomicina 100pg/L (GIBCO).
Tras la descongelacidon se establece la viabilidad celular mediante trypan blue junto con el
contaje celular en una camara de Neubauer estableciendo la concentracidn celular para cada
experimento.
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Las células se mantuvieron en cultivo durante al menos 1h antes de adicionar el farmaco
correspondiente en una atmosfera himeda a 37°C con 5% CO..

4.5.4. Co-cultivos

Las lineas estromales HS-5 y HS-27A de estroma primario, fueron plagueadas. No
obstante, las células HS-27A tienen que ser estimuladas para poder expresar en la membrana el
ligando VCAM-1, de modo que tras 4-6h de incubacidén a 37°C. se estimulan con 15ng/mL de
TFNa durante 16h a 37°C. Los cultivos estromales fueron incubados para establecer monocapas
confluentes durante la noche a 37°C con 5% CO..

Tras la incubacién (HS-27A estimuladas 25x10% células/pocillo y HS-5 40x10°
células/pocillo), se comprueba la integridad de las monocapas en un microscopio de contraste
de fases y se afiaden las células de LLC. Las células LLC (1-2 x 10%/mL) preincubadas o no con
inhibidores quimicos en RPMI 0.1%FBS, se afiadieron sobre las monocapas estromales, con un
ratio de cocultivo 1:4 a 1:10 o fueron cultivadas en suspension para su control y comparacion.
Se incubaron previamente durante 2h a 37°C con 5% CO; para establecer la adhesién entre los
diferentes tipos celulares y trascurrido este tiempo se afiadieron los fdrmacos Ibrutinib, Idelalisib
y Venetoclax segun correspondiera, cultivdandose durante 24h o 48h a 37°C con 5% CO,. La
recogida de las células LLC para su posterior analisis fue llevada a cabo mediante lavados con
RPMI cuidadosamente para mantener la integridad de las monocapas de las células estromales.

La contaminacién residual con células estromales fue determinada por citometria de
flujo siendo inferior al 2-4%.

4.5.5. Estudio de la capacidad migratoria hacia CXCL12

Mediante la utilizacidon de placas transwell de 24 pocillos (Corning Incorporated, NY,
USA), los cuales estan formados por una cdmara de dos compartimentos, superior e inferior,
separados por un filtro de tereftalato de polietileno (PET), con un tamano de poro de 5um.

En el compartimento inferior se afiadieron 600uL de medio completo RMPI 1640
suplementado con 10% SFBy 1% penicilina (100U/mL) / estreptomicina 100ug/L (Sigma-Aldrich)
con la quimioquina CXCL12 (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) a concentracién de 200ng/mLy en
el compartimento superior se afiadieron 3x10° células de LLC en 100uL del mismo medio
completo previamente pretratadas con lbrutinib durante 2h de incubacién a 37°C en atmosfera
de CO; al 5%. Se tomaron como control otros pocillos con 600uL sin CXCL12 y la misma cantidad
de células, ademas esos experimentos se realizaron por duplicado.

Asi se dejaron las células migrando durante 24h a 37°C en atmosfera de CO; al 5% y se
evaluaron las células con capacidad migratoria que atravesaron el filtro pasando del
compartimento superior al inferior. Para lo cual las células se recogieron mediante el lavado de
la cdmara inferior y fueron marcadas con anticuerpos especificos para su posterior evaluaciéon y
contaje por citometria de flujo determinando en un tiempo determinado (60s) el nimero de las
células adquiridas. Esta evaluacion se llevd a cabo tanto de las células migradas como de
aquellas no migradas.
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4.5.6. Ensayos de migracién transendotelial

En los estudios de migracion de las células de LLC hacia la citoquina CXCL12 (SFD-1), se
realizd un ensayo de cdmara modificada de Boyden que estd formada por dos compartimentos,
uno superior y otro inferior, separados por un filtro de tereftalato de polietileno (PET) con un
didmetro de poro de 5um.

A. B.
RPMiIc + PBMCs RPMlIc + PBMCs
Inserto > Inserto 5N
Membrana porosa 8um g Membrana porosa 8pum AT HUVEC
RPMIc + CXCL12 —> RPMlIc + CXCL12 >

Figura 7. A. Ensayo de quimiotaxis hacia CXCL12. B. Ensayo de migracion transendotelial a
través de monocapa de HUVEC hacia CXCL12

Sobre el filtro se cultivaron las células HUVEC a una concentracion de 3x10°
células/pocillo, hasta alcanzar una monocapa de células confluyentes. Tras 6h se afiadié TNFa
15ng/mL para estimular la expresién de VCAM-1 en la membrana. Fueron incubadas durante
24h a 37°C en una atmdsfera de CO; al 5%.

Tras las 24h de cultivo de las HUVEC se afade a la parte superior de la cdmara las células
de LLC en RPMI completo, pretratadas durante 2h con Ibrutinib a 10nM y a la cdmara inferior se
afiade el medio RPMI completo con CXCL12 a 200ng/mL y se incuban durante 24h a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5%. En este tiempo las células con capacidad migratoria atravesaron el filtro
pasando del compartimento superior al inferior. Se recogieron las células migradas y no
migradas siendo marcadas para su analisis y contaje mediante citometria de flujo en un tiempo
determinado (60s) de adquisicion.

4.5.7. Analisis de proteinas mediante Western blotting

Para la obtencidn de los lisados celulares 7x10° células de LLC fueron cultivadas durante
24 y 48h con o sin farmacos en un tampodn de lisis (NP40), suplementado con inhibidores de
fosfatasas y proteasas Halt (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las muestras fueron
incubadas a 4°C durante 20 min, tras lo cual se centrifugaron durante 10 min a 3.000 rpm a 4°C
para obtener el sobrenadante con la fraccidn de los lisados celulares para analizar.

Para la electroforesis se emplearon geles comerciales de acrilamida con un gradiente
del 10-12% al depender del tamafio de la proteina para analizar durante 2h a 120V o 225V
durante 45min. La transferencia fue llevada a cabo en membranas de nitrocelulosa (Invitrogen)
utilizando el equipo iBlot (Bio-Rad) durante 7 min. A continuacidn, se realiza el bloqueo de las
membranas con TBS-Tween 1X con 5% BSA durante 1h en agitacidn. Tras esto se incuba con los
anticuerpos primarios (Tabla 8) correspondientes en TBS-Tween 0,1% con 5%BSA durante 26h a
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4°C en agitacion. Posteriormente las membranas fueron lavadas 4 veces durante 5 min con TBS-
Tween 1X.

Para la deteccion de las proteinas se lleva a cabo con el analizador Odissey (LI-COR,
Lincoln, NE, USA) y la cuantificacion de las bandas proteicas se llevé a cabo mediante el
programa Image Studio (LI-COR). En estos ensayos se utiliza como control de carga la B-actina
para representar las cuantificaciones relativas de las proteinas en estudio.

4.6.ELISA

Para la deteccidén de las proteinas MAPKs (ERK1/2, p38) y AKT se realizaron ensayos
mediante la técnica ELISA que permite la cuantificacidn relativa de la proteina total y la forma
fosforilada en un mismo ensayo. De tal modo que se realizd siguiendo las instrucciones y
recomendaciones del fabricante. Brevemente se lisaron 20-40x10%® células, incubadas
previamente durante 2h y 24h con lbrutinib y se cuantificd las formas fosforiladas y las no
fosforiladas de las proteinas.

Las proteinas fueron inmovilizadas en placas de 96 pocillos y la lectura colorimétrica a
460-620nm fue realizada con el lector de placas Multiskan EX (Thermo Electron Corporation)
tras realizar los lavados correspondientes, afadir el sustrato y obtener la reaccién.

4.7.Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos en los diferentes ensayos fue realizado utilizando
diferentes estadisticos en funcidn de las caracteristicas especificas de los valores a comparar.

En los estudios de experimentos independientes, se utilizd el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis. Para la comparacién de dos medias entre muestras independientes se utilizé el
test paramétrico T de Student cuando la distribucién seguida por los datos obtenidos era normal
y tenian una varianza homogénea, y si estas condiciones no se cumplian se empled el test no
paramétrico U de Mann-Whitney. La significancia estadistica de los experimentos se valord
mediante el estadistico T-Student, para muestras pareadas o no pareadas, con una o dos colas
de distribucidn de forma correspondiente. Se realizaron andlisis de regresion simple para
determinar la correlacidn entre variables continuas. Para comprobar la significancia estadistica
de variables en los que no se puede asumir una distribucidon normal, utilizamos la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Tanto para el analisis de los resultados como para la
representacion gréafica de los mismos se utilizd el software de andlisis GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) y los datos obtenidos fueron representados como la
media +/- el error estandar (SE), considerando diferencias estadisticamente significativas
cuando se obtuvieron valores de p<0,05. Las diferencias estadisticamente significativas se
representan en base a los siguientes valores: *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,005.
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4.8.Anticuerpos
Anticuerpos utilizados en el presente trabajo:

Proteina reconocida Procedencia Referencia Especie Grado
reconocida especificidad
Anticuerpos primarios

CD99 Cell Signaling | #16121 Ratdn Monoclonal
Technology

Bcl-2 Cell Signaling D44G8 Ratén Monoclonal
Technology #4223

Mcl-1 Cell Signaling | #4572 Ratdn Monoclonal
Technology

B-Actina Cell Signaling 8H10D10 Conejo Policlonal

Technology #3700
Anticuerpos secundarios

Goat Anti-Mouse IgG  LI-COR 926-68070 Conejo Policlonal
Conjugated to IRDye
680RD
Goat Anti-Rabbit IgG | LI-COR 926-32211 Ratén Policlonal
Antibody
Conjugated to IRDye
800CW
Donkey Anti-Rabbit = LI-COR 926-32213 Ratdn Policlonal
IgG Conjugated to
IRDye 800CW

Tabla 10. Anticuerpos utilizados

4.9.Reactivos
Los reactivos utilizados en el trabajo fueron los siguientes

Descripcion Procedencia Aplicacion ‘
Albumina de suero Roche Diagnostics Estabilizacion

bovino (BSA)

Dimetilsulfoxido Sigma-Aldrich Vehiculo

(DMSO)

Factor a de necrosis R&D Systems Estimulacidn de células estromales
tumoral (TNFa)

Idelalisib/CAL-101 Selleck Chemicals Inhibicién de PI13K&

Venetoclax Selleck Chemicals Inhibicién de Bcl-2

Ibrutinib Selleck Chemicals Inhibicién de BTK

Cocktail inhibidor de | Thermofischer Inhibicién de proteasas y fosfatasas en
proteasas y el lisado celular

fosfatasas

CXCL12 Peprotech Migracion celular

Sybr green Applied Biosystems gPCR

Trypan Blue Determinacioén viabilidad celular
TrisGlicina Tween Tampon de correr geles

NP40 Thermofischer Lisados celulares
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Kit ELISA Invitrogen
NuPAGE geles Invitrogen
PBS

Blocking Buffer LI-COR
Odyssey TBS

Stacks de Invitrogen

nitrocelulosa
SeeBlue Page Reguler | Invitrogen

Tabla 11. Reactivos empleados
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Deteccion de AKT/pAKT,
ERK1/2/pERK1/2, P38/pP38

Gel WB
Bloqueo membranas
Membranas transferencia gel

Estandar de pesos moleculares para la
deteccion de proteinas en WB
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Un total de 93 muestras de 55 pacientes han sido incluidos en este estudio, 22 mujeres
vy 33 hombres. La media de edad de estos pacientes era de 64 afios, con una media de edad al
diagndstico de 60 afos. Si subdividimos en funciéon del sexo, la media de las mujeres era de 63
anos, siendo inferior a la de los hombres que fue de 66 anos.

Se seleccionaron pacientes con LLC que se encontrasen en tratamiento con inhibidores
de BTK: Ibrutinib (n=25), pacientes con Acalabrutinib (n=2) y con Zanabrutinib (n=2) asi como 2
pacientes progresaron en el seno de tratamiento con lbrutinib y que necesitaron otra terapia de
rescate (R-CHOP o rituximab + venetoclax). Adicionalmente, se incluyeron 24 pacientes que no
habian recibido ninguin tratamiento. Adema3s, se seleccionaron muestras de 5 donantes tomados
del Biobanco del Hospital Universitario Puerta de Hierro de Majadahonda, tras la firma del
consentimiento informado para el estudio.

Los pacientes de este estudio se caracterizan por tener alteraciones moleculares que se
deben tener en cuenta durante el transcurso y evolucién de la enfermedad. De los 55 pacientes
estudiados, 8 pacientes presentaban mutacién de TP53 (TP53-M), 15 pacientes mutacién de
IGHV (IGHV-M), de los cuales 6 presentaban TP53-M e IGHV-NM siento estas alteraciones las
gue se correlaciones con un prondstico adverso. 2 pacientes presentaban TP53-M e IGHV-M. 7
pacientes presentaban alteraciones en el gen NOTCH1 de los cuales 2 presentaban también
TP53-M. De los 55 pacientes, 3 presentaban mutacion en el gen SF3B1, 1 de ellos con alteracion
en el gen TP53. Ademas, 2 pacientes presentaban alteracion en el gen BIRC3, como se indica en
la Tabla 12.

PACIENTE RAI BINET TP53 IGHV NOTCH1 SF3B1 BIRC3 ATM \
e NM NM NM NM M NM
LLCH2 I B M NM NM M NS NS
LLCH3 0 A NS NS NS NS NS NS
LLCHA [ B NM M NM NM NM NS
LLCHS 0 A NM NM NM NS NS NS
LLCH6 [ B NM NM NM NM NM NS
LLCH#7 [ B NM NM M NM NM NS
LLCHS IV C NM NM M NM NS NS
LLCH#O I B M NM M NM NS NS
LLCH#10 I B NM M NM NM NM NS
LLC#11 0 A NM NM NS NS NS NS
LLCH12 I B NM M NM NM NS NS
LLCH#13 0 A NS NS NS NS NS NS
LLCH#14 IV C NM M NM NM NM NS
LLCH15 I B NM M M M NS NS
LLCH16 Il C NM NM NM NM NM NS
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LLC#17 I B NM M NM NM NS NS
LLC#18 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#19 Il B M NM NM NM NM NS
LLC#20 Il B NS NS NS NS NS NS
LLC#H21 Il B NM M NM NM NM NS
LLC#22 Il B NM M NM NM NM NS
LLC#23 Il B NM M NM NM NM NS
LLC#24 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#25 v B NM NM NM NM NM NS
LLC#26 Il B M NM NM NM NM NS
LLC#27 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#28 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#29 0 A NM NM NM M NM NS
LLC#30 Il B NM NM NM NM NM NM
LLC#31 Il B NM NM NM NM NM NS
LLC#32 1] C NM M NM NM NM NS
LLC#33 0 A NM NM NM NM NM NS
LLC#34 v C M M M NM NM NS
LLC#35 Il B M M NM NM NM NS
LLC#36 Il B NM NM NM NM NM NS
LLC#37 v C NM NM NM NM NM NS
LLC#38 Il B NM NM M NM NM NM
LLC#39 v C NM NM NM NM NM NS
LLC#40 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#41 v C NM NM NM NM NM NM
LLC#42 1] C NM NS 2 clones NM NM NM NS
LLC#43 0 A NM NM NM NM NM NS
LLC#44 Il B NM NM NM NM NM NS
LLC#45 Il B M NM NM NM NM NS
LLC#46 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#47 I B NM NM NM NM M NS
LLC#48 0 A NM M NM NM NM NS
LLC#49 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#50 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#51 0 A NS NS NS NS NS NS
LLC#52 I B NM M NM NM NM NS
LLC#53 0 A NM NM M NM NM NS
LLC#54 I B NM M NM NM NM NS
LLC#55 I B M NM NM NM NM NS

Tabla 12. Caracteristicas moleculares de los pacientes analizados en el estudio. M:
mutado, NM: no mutado, NS: no determinado.

Impacto de las alteraciones bioldgicas y moleculares en el microambiente estromal de la
leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos farmacos



RESULTADOS

5.2. Anadlisis de la expresion de CD99 y CD49d bajo el tratamiento con lbrutinib.

El microambiente estromal de la médula dsea tiene un papel muy importante durante
el transcurso de la enfermedad dada la importancia del buen funcionamiento de la misma, para
preservar la produccidon de precursores hematopoyéticos. Ademas, también tiene un papel
destacado en la adhesion, migracion y apoptosis de los Linfocitos B clonales. Como las células
estromales son el principal componente de la médula dsea, nos propusimos estudiar la
influencia de las sefiales del microambiente en la respuesta de las células de LLC a los
tratamientos dirigidos a dianas especificas, estudiando primero la respuesta a lbrutinib y
posteriormente a Idelalisib y Venetoclax.

En nuestro estudio utilizamos las lineas celulares de HS-27A y HS-5 que replican las
condiciones in vivo del microambiente tumoral de manera in vitro.

Asi pues, con el fin de establecer cudl es el papel que tendria el microambiente tumoral
de la LLC en la terapia con los nuevos inhibidores de la ruta del BCR, estudiamos en primer lugar
el efecto de Ibrutinib en la expresiéon de CD99 y CD49d en células de LLC morfonucleadas de
sangre periférica (PBMCs) cocultivadas con células de estroma.

Figura 8. Cultivo primario de celulas estromales Imagen al microscopio 6ptico de contraste de fases de
A. la linea de cultivo primario HS-5 y B. la linea de cultivo primario HS-27A.

Para este estudio se han incluido muestras de 5 controles sanos y 55 pacientes. Se
cultivaron las células de LLC en suspensidn sobre células HS-5, en presencia de 10uM lbrutinib,
se determind la viabilidad celular por trypan blue previo al cultivo conjunto y asi como a las 24h
y 48h de cocultivo.

Se analizaron por citometria de flujo los niveles de CD99 y CD49d a partir de las IMF
obtenidas y se representa su incremento en forma de ratio (figura 9), referenciandolo al control
del isotipo y diferenciando las subpoblaciones establecidas: linfocitos B (LB), linfocitos T (LT) y
monocitos (MON).

Cuando cocultivamos las células de la LLC preincubadas durante 2h con lbrutinib, en
concreto las poblaciones de linfocitos B, T y monocitos, en presencia de células del estroma,
observamos a distintos tiempos, tanto a las 24h como a las 48h, que las diferencias de expresién
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de CD99 no eran significativas (Figura 9 B), mientras que en ausencia de estroma HS-5, las 3
poblaciones celulares, presentan un cambio en la expresidn de esta proteina (Figura 9 A).

A continuacién, estudiamos si las células HS-27A producian el mismo efecto sobre las
células de LLC expuestas a lbrutinib. Las células HS-27A también contribuyen en la reduccion de
la apoptosis al observar la viabilidad de las células mediante trypan blue. De tal forma que en el
cocultivo del estroma HS-27A con las células de LLC, la reduccidn de la expresiéon de CD99 no es

significativa en comparacion con el cultivo de las células de LLC en ausencia de estroma. (HS-
27A P=0,76 y HS-5 P=0,58).

Los linfocitos B (LB) de los pacientes con LLC presentan una expresién menor de CD99 al
igual que ocurre en linfocitos T (LT) y monocitos (MON) como se muestra en la figura 9.
(P=0.0027). Siendo el ratio Linfocitos B (LB)-24h=6; ratio LB-24h+IB=4; ratio LB-48h=4,8; ratio LB-
48h+IB=3,1; ratio Linfocitos T (LT)-24h=6.4; ratio LT-24h+IB=5,8; ratio LT-48h=5,6 ratio LT-
48h+IB=4.7; ratio Monocitos (MON)-24h=6,74; ratio MON-24h+IB=5,3; ratio MON-48h=5,2 ratio
MON-48h+IB=4,3 .

Expresidn de CD99 en células LLC tratadas con Ibrutinib 24h y 48h
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Figura 9: A. Ratio IMF de CD99 en la poblacién Linfocitos B, T y monocitos sin estroma, *P<0.05
B. Ratio IMF de CD99 en la poblacion Linfocitos B, Ty monocitos con estroma *P<0.05. N=86 muestras de

N=55 pacientes C. Cocultivo de PBMCs con linea primaria de estroma HS-5 al microscopio de contraste de
fases aumento X20.

En el estudio de la expresion de CD49d en el cultivo durante 24h y 48h con Ibrutinib

observamos que no presentaban diferencias significativas al igual que bajo el cocultivo con
células de estroma HS-5 (Figura 10).

Expresidn de CD49d en células LLC tratadas con lbrutinib 24h y 48h
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Figura 10: A. Ratio IMF de CD49d en la poblacidn Linfocitos B, Ty monocitos sin estroma. B. Ratio IMF de

CD49d en la poblacién Linfocitos B, Ty monocitos con estroma HS-5. N=86 muestras de N=55 pacientes.

Impacto de las alteraciones bioldgicas y moleculares en el microambiente estromal de la
leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos fdrmacos



Ratio IMF

Ratio IMF

Ratio IMF

=
o

68

RESULTADOS

Ademas, profundizando en el estudio del nivel de expresidn, de las muestras consecutivas de los
pacientes, observamos que habia una progresién en la disminucidon de CD99 tras el tratamiento
in vitro con lbrutinib. No obstante, seleccionando los pacientes, vimos que con el paciente A
tratado con lbrutinib (figura 11A) del cual tomamos muestras cada 3 meses, del paciente B del
gue tomamos muestras cada mes y del paciente C, CD99 se comporta de distinta manera, pero
podemos ver que la administracién de Ibrutinib in vitro en todos los casos disminuye el nivel de
expresidon de CD99. Al igual que ocurre con los pacientes no tratados figura 11 D, E, F en los que
tras el tratamiento in vitro con lbrutinib disminuyen los niveles de CD99.

Asi podemos concluir que el nivel de expresién de CD99 de cada paciente es diferente debido a
la heterogeneidad intratumoral caracteristica de la LLC, pero al analizar todos los resultados de

manera conjunta observamos que CD99 disminuye tras la incubacidn in vitro con Ibrutinib como
muestra la figura 9.
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Figura 11. Representacidn del nivel de expresion de CD99 en una seleccion de pacientes: A. Paciente
tratado con lbrutinib, B. Paciente tratado con lbrutinib, C. Paciente tratado con lbrutinib, D. Paciente no
tratado, E. Paciente no tratado, F. Paciente no tratado, G. Paciente no tratado, H. Paciente no tratado.
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Por otro lado, el nivel de expresion de CD49d del conjunto de los pacientes tras el tratamiento
con lbrutinib, no muestra diferencias entre muestras consecutivas de pacientes tratados o sin
tratar, como muestra la figura 10.

5.3. Expresidon de CD99 y CD49d bajo el tratamiento con Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax.

Para el estudio del papel de los nuevos farmacos como Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax
en las células de LLC, evaluamos la diferencia de expresidon de CD99 y CD49d mediante citometria
de flujo, al estar ambas moléculas implicadas en la migracidn celular y la invasién de tejidos,
favoreciendo asi la progresiéon tumoral.

Como anteriormente se valoré la influencia de los farmacos a las 2h, las 24h y las 48h y
vimos que las células de LLC tratadas in vitro con 10uM lbrutinib disminuian la intensidad de
fluorescencia media de la expresion de CD99 (Figura 9). Posteriormente, quisimos evaluar el
efecto de otros farmacos inhibidores de dianas concretas en la ruta del BCR como son Idelalisib
(inhibidor de PI3K) y Venetoclax (inhibidor de Bcl-2), actualmente utilizados en el tratamiento
de la LLC.

Asi pues, comparamos el papel que tendria el microambiente tumoral de la LLC sobre
CD99 y CD49d, al tratar previamente el cultivo de PBMCs durante 2h con 10uM lbrutinib, 10uM
Idelalisib y 10nM venetoclax en ausencia o presencia de células de estroma. Estas condiciones
replican el entorno in vivo de las células de LLC en el microambiente tumoral. Las
determinaciones se hicieron tras 24h y 48h de exposicidn a los fdrmacos.

No obstante, observamos que la expresidn de CD99 en las células de LLC cultivadas en
ausencia de estroma bajo los tres tratamientos a las 24h muestran una disminucidn significativa.
Siendo la diferencia de expresion de CD99 bajo el tratamiento con venetoclax (P=0,044) menor
que la disminucion que ejerce Ibrutinib (P=0,02), pero a su vez es mayor que la ejercida por
Idelalisib (P=0,05). (Figura 12)

De tal manera que analizando en segundo lugar el efecto del estroma, vimos que al igual
que ocurria en la terapia con lbrutinib (Figura 9B), el estroma no disminuye significativamente
los niveles de expresién de CD99 bajo el tratamiento con Venetoclax ni con Idelalisib, no
produciendo grandes cambios como se observa en la Figura 12 B.
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Expresidon de CD99 en células LLC tratadas con lbrutinib, Idelalisib y Venetoclax:
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Figura 12. A. Expresidn de CD99 en ausencia de estroma en células de LLC bajo Ibrutinib, Idelalisib
y Venetoclax en linfocitos B, T y monocitos, *P<0.05. N=20 B. Expresién de CD99 como ratio de IMF en
presencia de estroma bajo el tratamiento de Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax en linfocitos B, T y
monocitos, P>0.05. N=20. C. Histogramas de citometria de flujo de los Linfocitos B (LB) en los 3
tratamientos comparados con el control. *P<0.05
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Tras estos resultados, nos planteamos si podriamos subdividir los pacientes en funcién

de las alteraciones moleculares de TP53 e IGHV y ver si podria haber alguna diferencia entre
esos grupos en la expresion de CD99 y CD49d. Para ello, como previamente habiamos estudiado
que en presencia de estroma no hay disminuciones significativas bajo el tratamiento con los 3

farmacos, decidimos analizar si en la ausencia del estroma se producia algun efecto diferente
entre grupos.

Al realizar la comparacién observamos que en los pacientes con las caracteristicas TP53-

M e IGHV-NM sélo el Ibrutinib producia una disminucion significativa de los niveles de CD99 en
los tres grupos estudiados: TP53-M IGHV-NM LB+IB P=0.041, LT+IB P=0.05, MON +IB P=0.05.
(Figura 13 A)

De igual forma, el grupo de pacientes con TP53-M e IGHV-M, sélo el tratamiento con

Ibrutinib producia una disminucidn significativa del nivel de expresién de CD99, tanto en
Linfocitos B como en Linfocitos Ty Monocitos (TP53-NM IGHV-M LB+IB P=0.0341, LT+IB P=0.05,

MON +IB P=0.05) (Figura 13 B).

Expresidon de CD99 en ausencia de estroma en células de LLC
bajo lbrutinib, Idelalisib y Venetoclax:
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Expresion de CD99 en ausencia de estroma en células de LLC

bajo lbrutinib, Idelalisib y Venetoclax:
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Figura 13. Expresidon de CD99 en ausencia de estroma en pacientes LLC bajo Ibrutinib, Idelalisib
y Venetoclax en linfocitos B, T y monocitos, ¥P<0.05 y P>0.05, A. Pacientes con TP53 M, IGHV NM N=6
pacientes, B. Pacientes con TP53 M, IGHV M N=2 pacientes.
Como estudiamos previamente en el caso de CD99 (figura 9), el tratamiento con
Ibrutinib de PBMCs en cocultivo con estroma no disminuia significativamente, al igual que ocurre
con la expresion de CD49d bajo Ibrutinib (figura 10) independientemente de la presencia de
estroma. A su vez el tratamiento con Idelalisib o Venetoclax, no afectaban significativamente la
expresion de CD49d en linfocitos B, T o en monocitos cultivados independientemente o en
presencia de estroma (Figura 14).
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Expresidon de CD49d en presencia de estroma en células de LLC
bajo Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax:
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Figura 14. A. Representacion del nivel de expresion de CD49d en linfocitos B, T y monocitos,
P>0.05 bajo el tratamiento con Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax en células LLC en presencia de estroma.
B. Representacion del nivel de expresion de CD49d en linfocitos B, T y monocitos, P20.05 bajo el
tratamiento con Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax en células LLC en ausencia de estroma N=20
En la subdivision de pacientes en funcién de sus alteraciones genéticas de TP53 y de
IGHV, conocidos marcadores de un peor prondstico, vimos que tampoco mostraban diferencias
en presencia de estroma como se muestra en la Figura 15. Por tanto, no se apreciaron
diferencias significativas en la expresiéon de CD49d cuando se subdividen los pacientes en
funcién de sus alteraciones genéticas.
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Figura 15. Representacion del nivel de expresién de CD49d en ausencia de estroma en células
LLC bajo Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax en linfocitos B, T y monocitos, P>0.05 , A. Pacientes con TP53
NM, IGHV M N=6 pacientes, B. Pacientes con TP53 M, IGHV M N=2 pacientes

No obstante, en la caracterizaciéon de la expresion de CD99 en células PBMCs de
donantes observamos que bajo el tratamiento con Ibrutinib solo en los linfocitos B se apreciaron
diferencias significativas (P=0,05), mientras que en linfocitos T y monocitos no se apreciaron
este descenso en la expresion de CD99. Al comparar con Idelalisib y venetoclax, vimos que
Venetoclax ejerce una disminucién de los niveles de expresidn de CD99 sobre los linfocitos B
(P=0,028) y linfocitos T (P=0,03). Mientras que ldelalisib solo presentaba disminucién en los
monocitos (P=0,035). (Figura 16 A)

En la expresién de CD49d en las células de los donantes sanos, se observd una
disminucién significativa en linfocitos B y T bajo el tratamiento con lbrutinib (LB P=0,0286, LT
P=0,045) y con Venetoclax (LB P=0,025, LT P=0,028), mientras que el cultivo de los PBMCs con
Idelalisib no presenta diferencias a las 24h. En los monocitos, ningln tratamiento presenta
diferencias respecto al control. (Figura 16 B)
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Expresion de CD99 en células de donantes sanos en ausencia de estroma bajo
Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax
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Figura 16. A. Representacion del nivel de expresiéon de CD99 en ausencia de estroma en donantes
bajo Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax en linfocitos B, T y monocitos, ¥P<0.05, B. Representacién del nivel

de expresién de CD49d en ausencia de estroma en donantes bajo Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax en
linfocitos B, Ty monocitos, *P<0.05 N=5.

Al comparar los niveles de expresién de CD99 y CD49d entre las poblaciones de donantes
y pacientes no podemos establecer si hay diferencias significativas al tener los pacientes una
gran heterogeneidad en los valores, no obstante, en ambos grupos se mantiene la disminucion
de los niveles de CD99 de manera significativa bajo el tratamiento con lbrutinib en las
poblaciones de Linfocitos B. Por otra parte, en los donantes se produce una disminucidén de los
niveles de expresién de CD49d en Linfocitos B y Linfocitos T, siendo las diferencias asociadas a
Ibrutinib significativas, tanto a las 24h como a las 48h.
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5.4. Efecto de Ibrutinib sobre la capacidad de migracion de las células de LLC hacia CXCL12

Para profundizar mas en el efecto de Ibrutinib decidimos poner a punto un sistema de
activacion in vitro con el estimulo de CXCL12, hacia el cual las células PBMCs de pacientes de
LLC, son atraidas y migrarian, replicando asi los estimulos provenientes del microambiente
celular.

Asi dado que CD99 esta implicado en los procesos de migracién celular, nos planteamos
qgué es lo que ocurriria en la migracién celular, al ser CXCL12 el ligando de CXCR4, que se
encuentra sobreexpresado en las células de la LLC.

De tal manera que se observé que la capacidad migratoria de las poblaciones de Linfocitos B, T
y Monocitos disminuia tras 24h de incubacion con Ibrutinib y en estos casos planteamos ver qué
ocurria con los valores de CD99 y observamos que se replicaba lo previamente estudiado, es
decir, habia una disminucidn tras el tratamiento con Ibrutinib en las poblaciones observadas
como ocurria en los ensayos de cocultivo descritos anteriormente.

Se analizé la migracién como % de células migradas hacia CXCL12 (SDF-1) con respecto a las
células iniciales input (n=10), incubadas durante 24h con Ibrutinib, mediante el contaje de las
células por citometria de flujo durante 60s. Resultando ser significativamente menor bajo el
tratamiento con lbrutinib (migracion LB P=0,03; migracion LT P=0,006; migracion MON
P=0,0068) como muestra la figura 17, disminuyendo en LB 2,2 veces la media de la capacidad
migratoria, en LT disminuye 2,5 veces y en MON disminuye 2,9 veces la media de la capacidad
migratoria bajo el tratamiento.

Migracién en células de LLC bajo Ibrutinib
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Figura 17. A. Capacidad migratoria expresada en % de migracién de linfocitos B, T y monocitos,

de flujo de CD99 en las poblaciones de linfocitos B, T y monocitos.

siendo el %migracién linfocitos B *P<0.05, %migracion linfocitos T **P<0.05, %migracion monocitos
**P<0.05 B. Disminucién del % de migracidn bajo Ibrutinib a las 24h N=10 C. Histogramas de citometria

Impacto de las alteraciones bioldgicas y moleculares en el microambiente estromal de la
leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos farmacos

[e
[Cc



% migracién

% migracion
»
L

RESULTADOS

5.5. Capacidad de migracion transendotelial hacia CXCL12

Por otro lado, la disminucién de la migracién celular mediada por la CXCL12 previamente
observada nos llevé a plantearnos si en la migracién transendotelial ocurriria algo similar.

La migracion transendotelial y la invasion celular, en la que tiene un papel muy
importante CXCL12, contribuyen a la progresién de la enfermedad, de tal forma que evaluamos
el efecto que podria tener lbrutinib en la migracién de las células de LLC a través de células
endoteliales (HUVEC) en respuesta a CXCL12.

De la misma manera que ocurria con la migracion por quimiotaxis hacia CXCL12, las tres
poblaciones estudiadas mostraban una disminucién del porcentaje de células migradas a través
de la monocapa de HUVEC. (Media del % migracién de LB=2,8 , Media del % migracion de LB +
IB= 0,9 P=0,0194; Media del % migracién de LT=20,36 , Media del % migracién de LT + 1B=9,8
P=0,01; Media del % migracion de MON=13,36 , Media del % migracion de MON + IB=10,3
P=0,02;). Confirmando asi que bajo el tratamiento con lbrutinib hay una disminucion de la
expresion de CD99 y reafirmando ademas su papel en la migracion al disminuir a su vez el
numero de células migradas tras el tratamiento (Figura 18).

Tras la incubacién con Ibrutinib, la migracién transendotelial de los linfocitos B
disminuyen a las 24h en 3 veces de media, mientras que en linfocitos T en 2 veces de media y
monocitos 1,2 veces de media del % de migracion.

Migracién transendotelial en células de LLC bajo Ibrutinib
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Figura 18. Capacidad migratoria de las PBMCs de LLC a través de una monocapa de células
endoteliales HUVEC expresada en % de migracion de linfocitos B, Ty monocitos. A. Representacion grafica
del % de migracidén, B. Disminucion del % de migracion bajo Ibrutinib a las 24h. N=10
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5.6. Caracterizacidn de las proteinas implicadas en la sefalizacion y supervivencia celular

Quisimos caracterizar los mecanismos moleculares subyacentes observados
anteriormente bajo el tratamiento con lbrutinib. De tal forma que para determinar si la
modulacién de Ibrutinib previamente observada en CD99 mediante citometria se correlaciona
con diferencias en la expresidn a nivel de proteina, se analizé6 mediante Western blotting (WB)
la expresion de la proteina CD99, y de las proteinas principales implicadas en la regulacion de la
apoptosis en la LLC de la familia de Bcl-2 como son Bcl-2, y Mcl-1, ya que Ibrutinib es capaz de
inducir apoptosis.

Para establecer cémo influye Ibrutinib en la expresidn de las proteinas CD99, Bcl-2 y Mcl-
1, se analizé6 mediante WB las células incubadas (5x10°) durante 24h o 48h utilizando como
control la B-actina. Y vemos que tanto a las 24h como a las 48h Ibrutinib ejerce su accion a nivel
de proteina, provocando en CD99 y Mcl-1 una disminucidn, mientras que en Bcl-2 se aprecia una
pequefia disminucion de los valores no significativa. (Figura 19)

LLCH#A1
CD99 Mcl-1 Bcl-2
[KDa] - IB 24h 1B 48h - IB24h 1B48h - I1B24h 1B 48h
50
B-Actina 45 — —
Mcl-1 40
36
CD99 30
Bcl-2 26
22

Figura 19. Expresion de CD99, Mcl-1 y Bcl-2 en células de LLC. Comparacion del tratamiento con
Ibrutinib 10 uM a 24h y 48h en las proteinas estudiadas, CD99, Mcl-1 y Bcl-2 mediante Western blotting.

Quisimos profundizar mas en la expresion de CD99 ya que se expresa en la superficie de
la membrana celular, estudiamos el cambio en presencia o ausencia de Ibrutinib con el fin de
establecer si se modula la expresion a nivel de proteina durante 24h.

Los niveles de Bcl-2 tras el tratamiento con lbrutinib permanecen sin cambios
significativos, mientras que Mcl-1 disminuye sus niveles de manera significativa (P=0,05) al igual
que ocurre con los niveles de CD99. La figura 20 muestra que, los niveles de CD99 son
significativamente menores (P=0,02) disminuyendo 2,5 veces de media (ratio CD99-
BActina=0,78, ratio CD99-BActina + IB=0,31) en las células tratadas con Ibrutinib respecto de las
células, control no tratadas, y los niveles de Mcl-1 muestran una disminucion en 1,5 veces de
media (ratio Mcl-1-BActina=0,29 , ratio Mcl-1-BActina + 1B=0,19).

Planteamos estudiar si bajo el tratamiento con Venetoclax e Idelalisib podria haber un
efecto a nivel de proteina total, ya que previamente habia sido observado mediante citometria
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de flujo la proteina expresada en la superficie celular. De tal forma que se incubaron las células
con lbrutinib, Idelalisib, Venetoclax para la obtencién de los lisados a las 24h.

Asi pues, como muestra la figura 20, se aprecia una disminucién de la proteina CD99
bajo el tratamiento con Ibrutinib y Venetoclax (ratio CD99-BActina=0,099; ratio CD99-BActina +
IB=0,07; ratio CD99-BActina + ID=0,10; ratio CD99-BActina + VEN=0,08) (P=0,051) (figura 20).
Ademas, la expresién de Mcl-1 disminuye bajo el tratamiento de los 3 farmacos, aprecidndose
una ligera disminucién mayor bajo Venetoclax, seguido de lbrutinib y de Idelalisib (P=0,049)
(ratio Mcl-1-BActina=0,56; ratio Mcl-1-BActina + I1B=0,17; ratio Mcl-1-BActina + 1D=0,21; ratio
Mcl-1-BActina + VEN=0,12). No obstante, el nivel de Bcl-2 aumentaria con Venetoclax (ratio Bcl-
2-BActina=0,62; ratio Bcl-2-BActina + IB=0,64; ratio Bcl-2-BActina + ID=0,61; ratio Bcl-2-BActina
+ VEN=2,61) (figura 21)

Con estos resultados podemos concluir que la expresién relativa de la proteina Mcl-1y
CD99 estd reducida en las células de LLC tras la incubacidn con Ibrutinib y Venetoclax.

Bcl2 Mcl1l CD99
0.5 159

0.44

0.3 *

021 1T

0.1

0.5

Ratio Mcl1-BActina
Ratio CD99-BActina

0.0

B-Actina 45
Mcl-1 40

0.0 T T 0.0 T
S &

&
Ibrutinib [pm] Ibrutinib [uMm] Ibrutinib [pMm]

&

B. LLC #4 LLC #5 LLC #6 LLC #7 LLC #8

Control 1B Control 1B Control 1B Control IB Control 1B

[KDa]

Cc LLC #4 LLC #5 LLC #6 LLC #7 LLC #8

(KDa] Control IB  Control IB Control IB Control IB Control |

, 50
B-Actina 45 —

Impacto de las alteraciones bioldgicas y moleculares en el microambiente estromal de la
leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos farmacos

O oum
] 1oum



RESULTADOS = 83

D. LLC #8 LLC #7 LLC #9 LLC #5 LLC #10
[KDa Control 1B Control 1B Control 1B Control 1B Control 1B
50
B-Actina 45
36
CD99 30
22
LLC #4 LLC #5 LLC #6 LLC #7 LLC #8
[KDa] Control B Control 1B Control 1B Control B Control 1B

. 50
B-Actina 45 —

36
CD99 30 ——

22

Figura 20. Cuantificacion relativa de las proteinas A. Representacion grafica del ratio de las
proteinas Mcl-1, Bcl-2 y CD99 normalizado a la expresién de B-actina, B. Representacién mediante WB de
Mcl-1, C. Representacion mediante WB de Bcl-2, D. Representacién mediante WB de CD99
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Figura 21. Analisis de la expresion de CD99, Mcl-1, Bcl2, en células de LLC bajo el tratamiento de
10uM lbrutinib, 10uM Idelalisib y 10nM Venetoclax. A. Western blotting de la expresidn de CD99, Mcl-1,
Bcl2 en 3 pacientes N=7. B. Graficas del ratio de CD99, Bcl-2 y Mcl-1.Los graficos representan la media +/-
valores de SD de 3 extractos de proteinas independientes, cuantificados los niveles de proteinas y

normalizados a la expresion de la B-actina N=4.
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5.7. Sefializacién intracelular de las proteinas AKT y MAPs: ERK1/2, p38

Tras la sefializacion del BCR se desencadenan vias de sefializacién que se traducen en la
proliferacién, supervivencia y migracion celular. Una de estas vias que interviene en la
supervivencia estan la de las MAPKs y la de PI3K/AKT. De tal forma que planteamos el analisis
de la activacién de las quinasas importantes implicadas en la supervivencia de las células de LLC,
en concreto de las proteinas AKT, ERK1/2 y p38 bajo el tratamiento con Ibrutinib. Por lo tanto,
se evalué mediante ELISA el nivel de fosforilacién con respecto a la proteina total en un total de
5 muestras cultivadas en suspensién, y en presencia o ausencia de lbrutinib durante 2h y 24h.

Para esto, se cultivaron los PBMCs con Ibrutinib a dos tiempos (2h y 24h), pese a que la
fosforilacién ante la activacion del BCR con estimulos se produce de forma muy rdpida al
estimular los PCMCS como se ha descrito en la literatura y en nuestro caso se trata del
tratamiento con un farmaco inhibidor de BTK, que no actua directamente sobre esta via de
sefalizacion, decidimos analizar la fosforilaciéon de los 3 efectores del BCR: AKT, ERK y P38
basandonos en lo descrito en la literatura en el empleo de farmacos inhibidores de otras
proteinas de la via de sefializacién del BCR, tanto a las 2h como a las 24h.

Como podemos ver en la figura 21 en las células de LLC cultivadas en suspensién, los
niveles de las 3 quinasas eran muy bajos en estas condiciones. Los niveles de ERK fosforilado
disminuyen en el estudio a las 2h de incubacidn con lbrutinib, mientras que a las 24h las
diferencias se aprecian a nivel de la proteina total y no en la fosforilacion (Figura 22 A). Por el
contrario, los niveles de fosforilacion de las proteinas AKT y P38 muestran mas fosforilacién a
las 24h, pero a las 2h no cambian respecto a las células control (Figura 22 By C).

Podemos decir con estos resultados que los datos de fosforilacién de AKT, ERK y p38
sugieren que tras tiempos cortos de incubacién con lbrutinib hay un defecto de fosforilacion en
las células de LLC.

En concreto, al analizar nuestro estudio revela que los linfocitos de pacientes con LLC
expresan menores niveles de fosforilacion de AKT como P38, a las 24h de incubacién con
Ibrutinib, pero a las 2h apenas cambian o se reducen los niveles de fosforilacion tras el
tratamiento, como observamos en el paciente #3. Por el contrario, pese a que las muestras
tenian unos niveles bajos de ERK a lo largo del tiempo, sélo observamos diferencias significativas
a las 2h de incubacién con Ibrutinib, no hallando diferencias a las 24h de exposicién, salvo en el
paciente #4.
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Figura 22. Expresion de las proteinas MAPs bajo el tratamiento con Ibrutinib 10uM,
representando la fosforilacién como ratio de proteina fosforilada / proteina total a las 2h y 24h, siendo A.
ERK N=5, B. AKT N=4 y C. P38 N=5
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6. DISCUSION

La LLC se fundamenta en la acumulacién de células B en sangre, asi como la infiltracion
en ganglios, medula dsea y otros tejidos linfoides secundarios. Ademas, la LLC se trata de una
enfermedad incurable, pese al desarrollo de nuevas terapias centradas en las nuevas dianas
terapéuticas. No obstante, un mayor conocimiento de la enfermedad nos llevara al desarrollo
de nuevos farmacos. Asi en este contexto el microambiente tendria un papel muy importante
en la busqueda de nuevas dianas y en las resistencias a los farmacos ya existentes.

Uno de estos farmacos es Ibrutinib. Se trata de un farmaco aprobado para el tratamiento
de pacientes adultos con linfoma de células del manto (LMC) en recaida o refractario y en
adultos con macroglobulinemia de Waldenstrom (MW). También en monoterapia o en
combinacién con rituximab o con obinutuzumab o venetoclax, indicado para el tratamiento de
pacientes adultos con LLC que no hayan sido previamente tratados o en pacientes en recaida
independientemente del tratamiento que hayan recibido.

Ibrutinib es capaz de inducir apoptosis en todos los casos de LLC, incluyendo los de mal
prondstico y la combinaciéon con venetoclax produce un aumento de la apoptosis y de la
actividad antitumoral en comparacién con cualquiera de los dos farmacos por separado, ya que
la inhibicidn de BTK por lbrutinib aumenta la dependencia de las células de la LLC de BCL-2, via
de supervivencia celular, mientras que venetoclax inhibe esta via, llevando a la apoptosis.

En el marco de esta tesis, se habia descrito previamente que CD99 podria ser una nueva
diana terapéutica ya que tiene un papel en la adhesién y migracién de las células de la LLC.
Ademas, CD99 guarda una relaciéon estrecha con la MMP-9, de tal forma que quisimos ampliar
el conocimiento del efecto de las nuevas terapias sobre CD99 ya que hasta el momento no hay
apenas informacién sobre CD99 en la LLC, salvo su relacion con la MMP-9 (Aguilera-Montilla et
al., 2019).

Asi, en esta Tesis Doctoral nos planteamos profundizar en el estudio de la influencia de
los nuevos farmacos y su interaccion con el microambiente celular de la LLC, en concreto de las
proteinas CD99 y CD49d, describiendo por primera vez el efecto sobre estas proteinas bajo el
tratamiento con Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax y el papel que pueden tener en la migracion,
junto con el lugar en las vias de sefializacién de las MAPs de los farmacos.

Nuestros resultados demostraron que tras el tratamiento con Ibrutinib los niveles de
expresion de CD99 en ausencia de estroma disminuian a las 24 y 48h, tanto en linfocitos B, Ty
monocitos. Consideramos apropiado subdividir los pacientes en funcién del estado de TP53 e
IGHV, al poseer estos pacientes un peor prondstico y un curso mas agresivo de la enfermedad;
pero no observamos diferencias significativas en la disminucidn de los niveles de expresion de
CD99 y CD49d entre ambos grupos, lo que puede ser debido a un tamano muestral pequefio o
a que los cambios debidos a la modulacién negativa de las moléculas de adhesién no son la razén
principal del defecto de adhesién observado (Herman et al., 2015).
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Ademas, quisimos comprobar si bajo el tratamiento con venetoclax e ldelalisib los
niveles de CD99 disminuian como con Ibrutinib. Asi, los niveles de expresién disminuian en los
linfocitos B con lbrutinib, y en menor medida con venetoclax e Idelalisib. Mientras que la
expresion de CD49d no muestra diferencias para ninguno de los tratamientos.

Posteriormente quisimos analizar que ocurria en los donantes sanos y vimos que pese a
gue hay un estudio que indica que los donantes de medula dsea expresan menor nivel de
expresion de CD99 que los pacientes, en nuestro estudio solo observamos diferencias en los
linfocitos B bajo Ibrutinib y venetoclax, mientras que para Linfocitos T y monocitos no
encontramos diferencias bajo Ibrutinib al ser un grupo pequefio de donantes y de pacientes
heterogéneos, no como ocurre en el estudio de Haferlach donde el tamafio poblacional de los
datos analizados era mucho mayor (Haferlach et al., 2010). No obstante, hay diferencias en la
expresion de CD99 bajo venetoclax en los linfocitos B y bajo Idelalisib en monocitos. Ademas,
observamos que la expresién de CD49d en donantes disminuye en Linfocitos By T bajo Ibrutinib,
mientras que el resto de tratamientos no ejerce ningln efecto en las poblaciones, salvo
venetoclax de manera significativa en linfocitos B.

CD49d se ha vinculado como el principal regulador de las interacciones del
microambiente tumoral en la LLC en virtud de su implicacidn en importantes vias de sefializacion
para la proliferacidn y supervivencia de las células de la LLC (Dal Bo et al., 2014). CD49d puede
ser importante para mantener a las células de LLC localizadas en los centros de proliferacidn, ya
que se ha visto que CD49d esta regulado positivamente (upregulated) en el subconjunto
proliferativo de las células de LLC de sangre periférica (CXCR49™CD5®"&") (Calissano et al., 2011).
Ademas, se ha demostrado que CD49d es un regulador critico de la migracién de linfocitos
(Walsby et al., 2014). El efecto demostrado en la supervivencia, proporcionado a las células de
LLC, después de la union de CD49d puede deberse a mecanismos dependientes e
independientes del BCR, que incluyen la regulacién positiva de proteinas antiapoptéticas como
Bcl-2 (con sus posteriores disminuciones en BAX), aumento en MMP-9 que llevan a la activacion
de LYN, la activacion de SYK y de la sefializacidn de PI3K y la activacién posterior (downstream)
de NF- kB (Buchner et al., 2010; Buggins et al., 2010; Dal Bo et al., 2014; de La Fuente et al.,
1999).

A través de la inhibicién de la activacién de VLA-4, Ibrutinib también puede interferir
con el efecto protector mediado por las interacciones tumor-microambiente dependientes de
CD49d, incluidas las sefiales de supervivencia y proliferacion. Esto estd respaldado por el hecho
de que los pacientes con células con CD49d alto, que tiene una supervivencia general mas baja
en comparacién con aquellos con células de LLC con CD49d bajo, han demostrado una mayor
sensibilidad a Ibrutinib in vitro (Pepper et al., 2015). Ademas, como se ha demostrado
anteriormente, la proliferacion de las células de LLC en los ganglios linfaticos y en la médula ésea
de los pacientes tratados con Ibrutinib se inhibe practicamente por completo (Herman, Mustafa,
etal., 2014). Sibien se ha visto que las células de LLC tratadas con Ibrutinib reducen su capacidad
para adherirse a las células del estroma, no es tan pronunciado para la fibronectina, lo que
sugiere que las interacciones con la matriz extracelular son mas sensibles al efecto inhibidor de
Ibrutinib que las interacciones célula-célula (Herman & Wiestner, 2016). En este estudio
observan también que mientras que en las células de sangre periférica de pacientes que
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recibieron lbrutinib, perdieron casi por completo su capacidad de adherirse a la fibronectina,
Ibrutinib fue solo moderadamente efectivo para liberar las células ya adheridas. Estas
observaciones son consistentes con la impresién clinica de que solo una fraccion de las células
de la LLC en los tejidos linfoides secundarios son movilizados a la circulacién por Ibrutinib, y la
linfadenopatia persistente y la enfermedad minima residual en la medula dsea son evidentes,
incluso después de muchos meses de tratamientos en un subgrupo de pacientes (Byrd et al.,
2014; Farooqui et al., 2015; Herman, Niemann, et al., 2014; Wodarz et al., 2014). Por lo tanto,
las células que circulan en la sangre periférica durante el tratamiento con Ibrutinib pueden
enriquecerse con células que tiene una fuerte inhibicién de la adhesién, mientras que las células
retenidas en los ganglios linfaticos pueden verse menos afectadas. Aunque faltaria determinar
si la retencion de las células en el microambiente es debida a CD49d o a los mecanismos
independientes de BTK.

Los tratamientos que inhiben la sefializacion y la migraciéon de las quimioquinas como el
plerixafor, y la adhesion y el trafico celular dependientes de integrinas, como natalizumab,
movilizan las células B de los tejidos linfoides secundarios hacia la sangre periférica (Rettig et al.,
2012; Uy et al., 2012). Se podria pensar que estos agentes terapéuticos, al movilizar a las células
fuera de los nichos protectores del microambiente, podrian generar sinergia con los agentes
quimioterapéuticos y los anticuerpos monoclonales (Brown et al., 2013; Rettig et al., 2012; Uy
et al., 2012). En particular, lbrutinib no solo combina la inhibicidn de la migracién y la adhesion,
sino que también inhibe directamente los efectos de la supervivencia mediada por el BCR y
posiblemente la sefializacién mediada por CD49d en LLC. Por lo tanto, Ibrutinib puede
sensibilizar de manera potente a las células de LLC a los tratamientos existentes, lo que podria
conducir a mejores respuestas generales. Esta hipdtesis se esta probando actualmente en
ensayos clinicos en curso (Brown et al., 2013; Burger et al., 2014; Langerbeins et al., 2022;
Moreno et al., 2019).

Asi, empleando dos aproximaciones diferentes, hemos obtenido resultados que
caracterizan el papel de CD99 en las células de LLC en respuesta a lbrutinib, Idelalisib y
Venetoclax. En primer lugar, la diferencia de expresiéon de CD99 en presencia de los farmacos
respecto a las células cultivadas sin ellos.

De forma similar a los efectos de lbrutinib, Idelalisib parece que interfiere con la
quimiotaxis mediada por CXCL12 y anula la adhesién de las células de la LLC a las células del
estroma, lo que sugiere un mecanismo indirecto a través de la interrupcion de la proteccion
proporcionadas por el TME (Davids et al., 2012; Hoellenriegel et al., 2011). Esto se correlaciona
con hallazgos clinicos de reduccién de las linfadenopatias y de la esplenomegalia concomitante,
con incremento de la linfocitosis en sangre y niveles reducidos significativamente de
guimioquinas relacionadas con la LLC (Brown et al., 2014;).

Utilizando un modelo ex vivo que promueve la proliferacién en la LLC, Lu et al. (Lu et al.,
2021) demostré que lbrutinib y venetoclax actian en distintas subpoblaciones de LLC que tiene
diferentes capacidades proliferativas. Mientras que lbrutinib preferentemente acaba con
subpoblacién en division, la subpoblacién restante responde al venetoclax. Esto explicaria la
observacién de que lbrutinib principalmente actda en las células de LLC en los ganglios linfaticos

y venetoclax actla en las células de LLC circulantes. Asi, sin el microambiente tumoral de apoyo,
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las células de la periferia se vuelven inactivas y venetoclax induce la apoptosis, por tanto, la
combinacion de ambos cubriria las subpoblaciones minimizando o incluso erradicando la
enfermedad minima residual en todos los lugares anatdmicos.

La diana principal de Ibrutinib es el residuo de Cys-481 de BTK. No obstante, hay otros
efectos off-target, ya que lbrutinib también se une covalentemente a otras quinasas que
contengan dominios homodlogos de cisteina y se une no covalentemente a otras quinasas que
pueden tener un papel crucial en la toxicidad, como puede ser el sangrado (McMullen et al.,
2014).

También se ha observado el efecto inhibitorio de Ibrutinib en otras proteinas como es
el caso de la familia de las quinasas Src, que tienen un papel muy importante en la activacidn
plaquetaria y la agregacion (Kamel et al., 2015; Levade et al., 2014; Senis et al., 2014) o en otras
quinasas que contienen cisteina como ITK/EGFR y su sefializacién aguas abajo (Dubovsky et al.,
2013; Gao et al., 2014). Asi pues, cabe destacar el efecto inhibitorio que ejerce sobre la ITK de
linfocitos T y los receptores CLEC-2 que median la agregacion y la fosforilacion de Syk en
plaquetas (Byrd et al., 2016; Manne et al., 2015). Del tal forma que la contribucién de estos
efectos off-target de lbrutinib junto con la toxicidad asociada (Maddocks et al., 2015), aunque
limitada, siguen sin estar completamente claros, pero llevan al uso de un inhibidor mas
selecctivo como es Acalabrutinib.

El microambiente tumoral proporciona a las células de la LLC sefiales de proliferacidony
supervivencia favoreciendo la resistencia frente a farmacos (Burger et al., 2009; Fabbri & Dalla-
Favera, 2016; Stein et al., 1980).

Ademas, se observd un papel antiapoptético del estroma previamente documentado
(Amigo-Jiménez et al.,, 2014). En nuestro estudio el cocultivo de células de LLC y células
estromales de medula dsea, revierte la disminucion de la expresidon de CD99 y CD49d provocada
por los farmacos. En este sentido, diversos estudios han demostrado previamente que hay
moléculas implicadas en la resistencia a ciertos agentes terapéuticos inducida por estroma
(Kurtova et al., 2009; Lagneaux et al., 1998). Nosotros demostramos en este estudio que las
células estromales de medula ésea inducen resistencia a lbrutinib, Idelalisib, y Venetoclax en
células de LLC y, ademads, establecemos que CD99 tendria un papel en la migracién celular, ya
que al incubar las células con lbrutinib, disminuye no sélo el porcentaje de células migradas, sino
también la expresion de CD99. Ademads, hay estudios previos que corroboran la relacién
existente entre CD99 y MMP-9 (Aguilera-Montilla et al., 2019). Esta MMP-9 se ha visto que esta
implicada en la resistencia a ciertos agentes apoptéticos y hay estudios que muestran que la
MMP-9 tiene un papel en el efecto protector frente a la apoptosis espontanea ejercido por el
estroma en células de LLC in vitro (Redondo-Mufioz, Ugarte-Berzal, et al., 2010).

Tras establecer el papel de CD99 en el microambiente de la LLC, estudiamos la influencia
de otros componentes, puesto que las células estromales son el principal componente celular
de éste y juegan un papel crucial en la LLC, propusimos estudiar la influencia del estroma de
medula dsea en la respuesta de células LLC a Ibrutinib, Idelalisib y Venetoclax. Hay evidencias
de que el contacto directo entre células, mediado por las integrinas a4B1 y alLB2 (Lagneaux et
al., 1998), es esencial para el efecto protector frente a la apoptosis, espontanea e inducida,
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ejercido por el estroma en las células LLC (Kurtova et al., 2009; Lagneaux et al., 1998, 1999;
Panayiotidis et al., 1996) .

En el presente trabajo no hemos caracterizado los factores concretos implicados en el
efecto protector observado, pero se sabe que las BMSC producen grandes cantidades de CXCL12
(Orimo et al., 2005), VEGF (Gehrke et al., 2011) y MMP-9 (Redondo-Muiioz, Ugarte-Berzal, et al.,
2010; Ringshausen et al., 2004), entre otros, y que estos factores promueven la supervivencia
de las células LLC. Ademas, se ha descrito que una combinacidn fisioldgica de citoquinas (IL-2, -
6, -10, -12, -15, -21, BAFF y APRIL) protege a las células LLC de la apoptosis espontanea in vitro
(Ghamlouch et al., 2013).

En este estudio comprobamos que cocultivando las células LLC con varios tipos de BMSC,
el estroma protegia a las células del efecto citotdxico de los farmacos y no disminuian la
expresion en la membrana de las proteinas CD99 y CD49d. Ademas, cabe destablar que el papel
del cocultivo de células estromales con células LLC estd bien establecido y conduce a la
activacion reciproca de varias vias de sefializacién que, en la LLC, promueven la supervivencia y
resistencia a los tratamientos (ten Hacken & Burger, 2014b, 2014a)

Como hemos visto, CD99 es una proteina transmembrana con dos isoformas, | y I,
debido al procesamiento alternativo del gen de CD99 (Hahn et al., 1997; Pasello et al., 2018). La
forma mayoritaria en las células hematopoyéticas es la isoforma |. No obstante, Aguilera-
Montilla y colaboradores, observaron una mayor expresién de CD99-I, mientras que CD99-II
apenas se detectaba. De todas formas, CD99-l esta implicado en la migracién celular, teniendo
un papel en la migracidn transendotelial, donde funciona secuencialmente tras PECAM1 y forma
un complejo sefial con la adenil ciclasa soluble, PKA y ezrina (Manara et al., 2018; Muller, 2009;
Pasello et al., 2018; Vestweber, 2015). Ademas, CD99-I induce la migracién en monocitos,
CD34+ y en células malignas de glioma, indicando asi un papel dual para CD99-Il, dependiendo
de su contexto celular. Nuestros resultados apoyan al estudio de Aguilera-Montilla et al.
(Aguilera-Montilla et al., 2019) que fueron los primeros en demostrar el papel de CD99 en la
migracion celular, y nosotros quisimos ver el efecto de las nuevas terapias sobre esta nueva
diana molecular.

Adicionalmente, también se ha visto que CD99 modula la unién de la integrina a4B1 a
VCAM1y que aumenta la adhesion de los linfocitos T al endotelio (Alberti et al., 2002; G. Bernard
et al., 2000) . De la misma manera, CD99 esta implicado en la interaccidon de LFA-1/ICAM-1,
induciendo la adhesion homotipica de linfocitos B y T (Alberti et al., 2002; Seol et al., 2012). La
adhesién de las células de glioma a la laminina también estd regulada por CD99 (Seol et al.,
2012). Ademads, han estudiado que el silenciamiento génico de CD99 disminuye la adhesion
celular de las células de LLC hacia los ligandos de la integrina a4B1 como son VCAM-1y FN-H89,
estableciendo un nuevo papel para CD99 en la regulacidn de las funciones de la integrina en la
LLC. Otras propiedades atribuidas a CD99 incluyen el papel en la apoptosis y el desarrollo
linfocitario (Manara et al., 2018; Pasello et al., 2018). En cambio, en la leucemia linfoblastica
aguda se ha propuesto a CD99 como un marcador para enfermedad minima residual (Coustan-
Smith et al., 2011). Ademads, en los tumores sélidos, CD99 se expresa en niveles altos en tumores
como el sarcoma de Ewing y linfomas de células B, o en niveles bajos en linfoma de Hodgkin y

carcinoma gastrico, sugiriendo una funcidon oncosupresora (Manara et al., 2018).
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Los datos publicados en andlisis de expresidon de genes (dataset GSE21029) muestran
una expresion menor de CD99 en las células de LLC derivadas de la medula ésea que en las de
la sangre (Herishanu et al., 2011). Mientras que la expresidon de CD99 en las células de LLC de los
ganglios linfaticos es diferente, debido a los cambios en los patrones moleculares observados a
lo largo de los tejidos de la LLC (Mittal et al., 2014). Debido a que hay estudios previos en los que
muestran que una alta expresién de MMP-9 afecta a la migracion de las células de LLC, la
regulacion decreciente/disminucién (downregulation) de CD99 podria representar un
mecanismo critico para el control del trafico celular y la detencidn (arrest) de las células. En la
LLC, las células que infiltran la medula dsea estdn expuestas a altas concentraciones de MMP-9,
qgue al unirse a la integrina a4p1, regulan a la baja a CD99 y favorecen la retencion en este
o6rgano. Debido a que las células en la médula dsea reciben sefales de supervivencia y
proliferacién, la regulacién de CD99 por MMP-9 puede afectar directamente en la progresion de
la enfermedad. No obstante, esta detencidn estd en contraste con un dogma que establece que
las MMPs son puramente estimuladoras de la invasion y la metdstasis de células cancerosas
(Aguilera-Montilla et al., 2019).

De tal manera que al establecerse CD99 como un objetivo nuevo de la MMP-9, y como
contribuye a la migracién celular de la LLC y a la retencion en la medula ésea, trasladamos
nuestros resultados previos a la migracién celular. En este contexto nosotros planteamos el
papel que podria tener CD99 en la migracién. Previamente, se ha estudiado que el tratamiento
con 1uM lbrutinib inhibe la quimiotaxis de las células de LLC hacia CXCL12, CXCL13 y CCL19 (de
Rooij et al., 2012; Ponader et al., 2012). Ademas, comprobaron el efecto in vitro del tratamiento
con lbrutinib, de tal forma que disminuye la adhesion celular mediada por el BCR hacia la
fibronectina y VCAM-1 (de Rooij et al., 2012). No obstante, los datos de los efectos in vivo de
estos nuevos farmacos son limitados.

En este trabajo establecimos ensayos de migracion hacia CXCL12 y de migracidon
transendotelial hacia CXCL12 en presencia de lbrutinib. Nuestros resultados coinciden con lo
publicado, ya que vimos que para linfocitos B, linfocitos T y monocitos disminuia la capacidad
de migracidn hacia CXCL12 a las 24h tras 2h de incubacién con Ibrutinib. Y sobre estas células
migradas a su vez analizamos los niveles de CD99 y observamos que al aiadir lbrutinib al cultivo,
la expresidn de CD99 disminuia en las tres poblaciones estudiadas.

Esto corrobora y afiade nueva informacidn a lo ya publicado, ya que en estudios previos
se ha visto que la migracion de las células de LLC hacia CXCL12 (200ng/mL) y CCL19 (100ng/mL)
disminuye tras el tratamiento con Ibrutinib tras 3 h de incubacién(Herman et al., 2012; Ponader
et al.,, 2012). En estos estudios, no solo disminuyen la migracién y supervivencia en respuesta a
estimulos fisioldgicamente relevantes, sino que ademds demuestran que el bloqueo de BCR y
las sefales intracelulares derivadas de los receptores de quimioquinas, y la secrecién de las
quimioquinas derivadas de las células de la LLC (CCL3 y CCL4) y junto con el estudio de Herman
et al. vieron que Ibrutinib bloguea la proliferacién celular de la LLC y varias vias de supervivencia.
Ademas, los resultados de sus ensayos in vitro los corroboraron con un ensayo in vivo en un
modelo de ratén TCL1, el cual posee una linfocitosis transitoria como ocurre de manera similar
a lo que se observa en los pacientes de LLC (Herman et al., 2012).
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Asimismo, hay otros estudios que hipotetizan que el tratamiento con Ibrutinib cambiaria
el contenido de los quimioatrayentes en la medula dsea, encontrando una disminucidn
significativa en la migracion de las células de LLC del 20% (Herman et al., 2013). Explicando asi
la reduccidn de la migracidon hacia la CXCL12 en nuestro ensayo al intentar recrear el
microambiente celular.

La intravasacion y extravasacion de las células tumorales requiere ciertas interacciones
intimas entre células endoteliales y células cancerosas, con ambos tipos celulares contribuyendo
a las iniciales interacciones adhesivas y la subsecuente migracion transendotelial (Raymond et
al.,2013). Los leucocitos experimentan la migracion transendotelial cuando se extravasan de la
sangre a los tejidos infectados como parte de los procesos inflamatorios. Este proceso esta
ampliamente estudiado y sobre todo se conocen los mecanismos que intervienen, pudiendo
establecer el modelo de cémo la migracidn transendotelial de las células cancerosas puede
ocurrir durante la metastasis (Madsen & Sahai, 2010; Vestweber, 2015). CD99 estd sobre
expresado en la vasculatura de los tumores sdlidos, y es conocido por ser un marcador del
sarcoma de Ewing.

El papel de CD99 en la migracién transendotelial durante la inflamacién ha sido
previamente estudiado (Lou et al., 2007; Muller, 2016; Schenkel et al., 2002; R. L. Watson et al.,
2015). Sabemos que es el receptor de CD99 tipo |, el que se expresa sobre todo en las células
hematopoyéticas y las células endoteliales (Pasello et al., 2018). Entre las funciones estudiadas,
CD99 regula la adhesidn y la migracidn transendotelial de las células hematopoyéticas durante
la inflamacion (Lou et al., 2007; Schenkel et al., 2002). En el endotelio, CD99 se encuentra en los
bordes de las células endoteliales en un complejo con la ezrina, la adenililciclasa soluble (sAC) y
la proteina quinasa dependiente de cAMP, también conocida como la proteina quinasa A o PKA
y en un compartimento intracelular contiguo a la membrana plasmatica localizado préximo a las
uniones de las células y las células endoteliales llamado compartimento de reciclaje de borde
lateral o LBRC (R. L. Watson et al., 2015). Asi pues, pese a que esta establecido el papel que
desempeia CD99 en la migracidn transendotelial leucocitaria, faltaria profundizar mas en la
funcién que desempefia en la progresion del cancer (Manara et al., 2018).

Hay estudios que demuestran que hay una relacién entre CD99 y la actividad Rho
GTPasa, las dinamicas de actina y la sefializacion del factor de crecimiento en cancer (Lee &
Wang, 2020). Ademas, se muestra que CD99 actia como una molécula que regula la adhesion
entre el endotelio y los leucocitos donde juega un papel critico en las etapas tardias de la
invasion endotelial (Schenkel et al., 2002).

Asi pues, para tener mayor conocimiento de los mecanismos implicados en la accidn de
los farmacos, hemos estudiado la regulacidon de los miembros de la familia de Bcl-2 al estar
implicados en la supervivencia de LLC. Nuestros resultados mostraron que la expresién de la
proteina antiapoptdtica Mcl-1 disminuye en los tratamientos con lbrutinib, ldelalisib y
venetoclax.

En nuestro estudio hemos observado también las bases moleculares subyacentes al
efecto observado de la disminucién de CD99, centrandonos en las proteinas de la familia de Bcl-
2 y Mcl-1 que actian como reguladores de la apoptosis. La sobreexpresion de varios miembros
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de esta familia se ha implicado en la resistencia a la apoptosis espontanea o inducida por
citotdxicos en la LLC. No obstante, se ha documentado ampliamente que en la LLC hay una
sobreexpresion tanto de Bcl-2 como Mcl-1 y estd relacionado con la resistencia a los
tratamientos (Balakrishnan & Gandhi, 2013). Mcl-1 es una diana localizada en la via de
sefalizacion de AKT. De modo que en conjunto estos resultados sugieren que el incremento de
la citotoxicidad observada en los farmacos afecta la regulacién de las vias criticas en la
supervivencia celular (Balakrishnan & Gandhi, 2013).

Nuestros resultados muestran claramente que tras el tratamiento con Ibrutinib la
proteina CD99 disminuye en las células de LLC primarias, junto con la expresién de proteina
Mcl1. Esta modulacidon es probablemente la responsable del efecto de supervivencia observado
al inhibir BTK. Mcl1 es una proteina anti-apoptética muy importante en LLC (Balakrishnan et al.,
2014). No obstante, junto con el estudio de Cervantes-Gémez et al. confirmamos la disminucion
in vitro de los niveles de la proteina Mcl-1 bajo el tratamiento con lbrutinib durante 24h.
Ademas, cabe sefialar que Burger y colaboradores describen que hay un incremento de Mcl-1
en las células de LLC en cultivo con estroma de medula ésea (Cervantes-Gomez et al., 2015).

Por el contrario, en nuestro estudio los niveles de Bcl-2 permanecen sin cambios
significativos bajo el tratamiento con lbrutinib, como ocurre en el estudio llevado a cabo por
Patel et al. (Patel et al., 2017) . Este efecto probablemente es debido a que al inhibir BTK, las
células potenciarian la via de supervivencia mediada por Bcl-2. Sin embargo, esta proteina no
solo no disminuye, sino que permanece igual o incluso podria aumentar como ocurre en el
estudio de Cervantes (Cervantes-Gomez et al., 2015), tras la estimulacién con IgM, o incluso
como en el estudio de Deng et al.(Deng et al., 2017). Este aumento puede ser debido a que hay
otras sefiales que pueden mediar la supervivencia, ya que Bcl-2 se encuentra aguas abajo de la
diana de Ibrutinib y hay otras vias de sefializacién como las mediadas por citoquinas, pese al
efecto de Ibrutinib sobre los receptores de las citoquinas.

La via del BCR, incluyendo el eje PI3K/AKT, ha demostrado tener un impacto a nivel de
Mcl-1, lo que resulta en un aumento de la transcripcion, sobreexpresion y mas tiempo de
mantenimiento de la proteina Longo et al.,, 2008; Petlickovski et al., 2005). Por eso, la
disminucién de los niveles de expresién de la proteina Mcl-1 en respuesta al tratamiento con los
inhibidores de BTK proporciona una razén para combinar lbrutinib o acalabrutinib con el
antagonista de Bcl-2 venetoclax (Roberts et al., 2016; Souers et al., 2013). De hecho, tales
estrategias han sido probadas y se ha descubierto que aumentan la citotoxicidad inducida por
Ibrutinib en LLC y otras neoplasias malignas de células B (Cervantes-Gomez et al., 2015; Deng et
al., 2017).

Con el fin de analizar los posibles mecanismos bioldgicos que explican el mayor efecto
de Ibrutinib, se estudiaron las quinasas AKT, ERK y P38. En concreto, nuestro estudio revela que
los linfocitos de pacientes con LLC expresan menores niveles de fosforilacion de AKT a las 24h
de incubacién con lbrutinib, mientras que a las 2h apenas hay cambios en los niveles de
fosforilacidn tras el tratamiento. Por el contrario, los niveles de ERK fosforilado en las muestras
estudiadas eran bajos y sdlo observamos menores niveles de proteina a las 2h. Estos resultados
estan en concordancia con los estudios en LLC que describen la implicacion de estas quinasas en

]
Impacto de las alteraciones bioldgicas y moleculares en el microambiente estromal de la

leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos fdrmacos



DiscusION SR

la resistencia a la apoptosis y en la desregulacién de las vias de supervivencia asociadas a AKT y
ERK.

Los efectos de Ibrutinib a nivel celular estdn ampliamente documentados: disminucién
de la proliferacion, aumento moderado de la apoptosis, disminucién de las sefales de
supervivencia en el estroma o de las células NLCs y reduccién del bloqueo de la actividad
enzimatica de BTK (Ponader et al., 2012). Estos efectos se reflejan en el BCR, ya que con su
inhibicidn se ha demostrado que al reducir los niveles de fosfo-BTK, disminuyen la sefializaciéon
aguas abajo de la via de sefializacién de las quinasas ERK-MAP vy alteran la expresion de las
proteinas antiapoptodticas (Cervantes-Gomez et al., 2015; de Rooij et al., 2012; Herman et al.,
2012; Herman & Wiestner, 2016; Ponader et al., 2012).

El papel de AKT en la proliferacién y supervivencia de las células en los procesos
linfoproliferativos es ampliamente conocido. Hay estudios in vitro con Ibrutinib que demuestran
gue se reduce tanto la migracién como la adhesiéon, ambos son mecanismos clave en el
intercambio y trafico celular entre la sangre periférica y los érganos linfoides secundarios. En
nuestras muestras, a las 24h, la fosforilacién de AKT no se inhibe como muestra el ensayo de
Patei. Posiblemente, debido a la activacion sostenida de otras vias de sefializacion (Hendriks et
al., 2014)

Nuestros resultados muestran que la adicidn de lbrutinib inducia a la activacion de las
vias PI3K/AKT, MEK/ERK y P38 en las células de LLC, de tal manera que observamos cambios a
tiempos cortos de incubacién. En concordancia con estos resultados, las vias de PI3K/AKT,
MEK/ERK, NFkB y PKC se han implicado en la resistencia a la apoptosis espontanea e inducida
por citotdxicos en las células de LLC. En concreto, la via PI3K/AKT se ha descrito que promueve
la supervivencia de las células en respuesta a una amplia variedad de estimulos incluyendo la
activacion del BCR (Longo et al., 2008), VCAM-1 (Redondo-Mufiioz, Ugarte-Berzal, et al., 2010),
CCL12 y CCL21 (Cuesta-Mateos et al., 2010). Y la activacion de la via MEK/ERK en LLC, se ha
descrito al transmitir las sefiales de supervivencia en respuesta a CXCL12 (Burger et al., 2000;
Orimo et al., 2005).

En resumen, nuestro estudio es el primero en profundizar en el papel de CD99 en células
de LLC, asi como su expresion bajo los diferentes farmacos incluidos en las terapias actuales de
la LLC. También hemos descrito el efecto protector del estroma de medula dsea en el
tratamiento con Ibrutinib, Venetoclax e Idelalisib en la regulacion de CD99 y la caracterizacién
del papel de CD99 en la migracion frente al efecto de Ibrutinib. Ademas, hemos corroborado el
efecto previamente abordado de la disminucidon de CD49d bajo el tratamiento con lbrutinib y
hemos completado el estudio con Idelalisib y Venetoclax. Asimismo, hemos planteado la
disminucién de la migracion transendotelial con lbrutinib y hemos confirmado el papel de
Ibrutinib en las vias de sefializacién de las MAP quinasas. En estudios futuros se podria abordar
si CD99 esta implicado en otros procesos patoldgicos en LLC. En este sentido, el bloqueo de
CD99, CD49d y de otras quinasas, en combinacidn con otras estrategias o agentes terapéuticos,
podria mejorar la respuesta de los pacientes a lo largo de la enfermedad.
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7. CONCLUSIONES

1. Las células de LLC en contacto con el estroma tratadas “ex vivo” con lbrutinib, Idelalisib
y Venetoclax no presentan una disminucion en los niveles de expresién de CD99 y CD49d.

2. La expresion de CD99 disminuye significativamente tras el tratamiento con Venetoclax
y con lbrutinib “in vitro” en células de pacientes de LLC, sin observar cambios tras la incubacién
con ldelalisib. Al igual que ocurre en los linfocitos B de los sujetos normales.

3. Los niveles de expresion de CD99 tras el tratamiento con lbrutinib disminuyen
independientemente del estatus de TP53 e IGHV, mientras que CD49d permanece sin cambios
independientemente del estado mutacional de IGHV, pese a que en donantes control disminuye
CD49d tanto en linfocitos B como T.

4. La quimiotaxis y migracion transendotelial hacia CXCL12 de las células de LLC, disminuye
el numero de células migradas y disminuye la expresién de CD99 de los linfocitos By T migrados
tras el tratamiento con Ibrutinib.

5. La expresion de Mcl-1y CD99 en la LLC disminuye tras la exposicidn a Ibrutinib, Idelalisib
y Venetoclax. Por el contrario, la expresion de Bcl-2 permanece sin cambios tras la incubacién
con lbrutinib e Idelalisib y muestra un ligero aumento con Venetoclax.

6. La fosforilacion de AKT y P38 disminuye tras tiempos cortos, 2h, de incubacién “in vitro”
con lbrutinib, al contrario de los niveles de ERK que disminuyen a las 24h.
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ABREVIATURAS

Ac, Acs: Anticuerpo, anticuerpos
ADN: 4cido dexosirribonucleico
ADNCc: ADN complementario
Ag, Ags: Antigeno, antigenos
AKT: alfa serin treonin kinasa

Apaf-1:  Apoptosis
factor-1, factor 1 activador de proteasas de

protease-activating

apoptosis
APC: del inglés, aloficocianina

APRIL:
ligando que induce proliferacién

A proliferation-inducing ligand,

ARN: acido ribonucleico
ARNm: mensajeros del acido ribonucleico

ATM:
mutado en ataxia telangiectasia

ataxia telangiectasia mutated,

ATP: Adenosine triphosphate, adenosina
trifosfato

death,
antagonista de Bcl-2 en la muerte celular

Bad: Bcl-2-antagonist of cell

BAFF: B-cell activating factor

BAFFR: BAFF receptor, receptor del factor
activador de los linfocitos B

Bak: Bcl-2-antagonist/killer-l, antagonista
de Bcl-2/asesino-|

Bax: Bcl-2-associated X protein, proteina X
asociada a Bcl-2

BCL2: B cell lymphoma protein 2, proteina 2
de linfoma de células B

ABREVIATURAS

Bcl-xL: Bcl-2-related protein long form of
Bcl-x, proteina relacionada con Bcl-2 forma
larga de Bcl-x

BCR: B cell receptor, receptor de célula B

BH: Bcl-2 homology domain, dominio de
homologia a Bcl-2

Bid: BH3-interacting domain death agonist,

dominio agonista de muerte que

interacciona con BH3

Bim: Bcl-2-interacting mediator of cell
death, mediador de muerte celular que
interacciona con Bcl-2

BIRC3: Baculoviral IAP

apoptosis

(Inhibitor  of

protein) repeat-containing

protein 3, proteina 3 conteniendo Ia
repeticion de IAP (proteina inhibidora de la
apoptosis) baculoviral

BMSCs: Bone marrow stromal cells, células
estromales de médula ésea

BSA: Bovine serum albumin, albumina de
suero bovino

BTK: Bruton’s tyrosine kinase
B2M: B2-microglobulina
Ca?*: calcio

CCL: C-C motif ligand

CD38: Cluster of differentiation 38, cluster
de diferenciacion 38

CD40L: CD40 ligand
CoA: Coenzima A

CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4
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ABREVIATURAS

CXCL: C-X-C motif ligand
CXCR: C-X-C motif receptor

dGMP, dGTP:
triphosphate, desoxiguanosina trifosfato,

deoxyguanosine

deoxyguanosine monophosphate,

desoxiguanosina monofosfato
DMSO: Dimethyl sulfoxide, dimetilsulféxido

DNA: Desoxyribonucleic acid, 4cido

desoxirribonucleico
dNTPs: deoxinucledtidos
dsDNA: double-stranded DNA

ERK: extracellular signal-regulated kinase,
quinasa regulada por sefales extracelulares

FBS: Fetal bovine serum, suero bovino fetal

FDCs:
Dendriticas Foliculares

Follicular dentritic cells, células

FITC: Fluorescein isothiocyanate,

isotiocianato de fluoresceina

FN: fibronectin

GC: Germinal center, centro germinal
GPCR: receptores de proteina G

Hb: Hemoglobina en SP

HCDR3 third complementarity-determining
region of the heavy chain

HEV: vénulas endoteliales altas
HLA-G: human leukocyte antigen G

HS1: hematopoietic cell-specific LYN

substrate-1

HSCs: Hematopoietic stem cells, células
madre hematopoyéticas

SHM: Somatic
hipermutacién somatica

hypermutation,

HUVEC: Human Vascular Endothelial Cells,
Células endoteliales vasculares

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1,
molécula 1 de adhesion intercelular

IFNy: Interferon gamma, interferon gamma
Ig: Inmunoglobulina

IGHV: immunoglobulin heavy chain variable
region

IgVH, M, UM: Immunoglobulin heavy-chain
variable region, region variable de las
cadenas pesadas de las Inmunoglobulinas,
Mutated, mutado, unmutated, no mutado

IL: Interleukin, interleuquina
IMF: Intensidad media de fluorescencia
IP3: inositol trifosfato

ITAM:
activation motif

immunoreceptor tyrosine-based

JNK: Jun N-terminal kinase, quinasa de Jun
en N-terminal

K+: potasio

Ig, Igs: Immunoglobulina, inmunoglobulinas
LLC: Leucemia linfocitica cronica

LPS: lipopolysaccharide

LTap: lymphotoxin alpha beta

LTBR: lymphotoxin beta receptor

Lyn: Lck/Yes-related novel protein tyrosine
kinase/Tyrosine-protein kinase Lyn, nueva
proteina tirosinaquinasa relacionada con
Lck/Yes/tirosina quinasa Lyn

mAcs: Anticuerpos monoclonales
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MAPKs: Mitogen-activated protein kinases,
guinasas activadas por mitégenos

MCL: Mantle Cell Lymphoma, linfoma de
células del manto

Mcl-1: Myeloid cell leukemia sequence 1,

secuencia 1 de leucemia de células

mieloides
M-CLL mutated IGHV-gene carrying CLL

MDR:
enfermedad minima residual

Minimal residual disease,

MEK: Dual specificity mitogen-activated
protein kinase kinase 1, quinasa 1 de
especificidad dual de MAPK

MHC: Major histocompatibility complex,
complejo mayor de histocompatibilidad

MMP: Matrix
metaloproteinasa de matriz

metalloproteinase,

MMP-9: Matrix
metaloproteinasa de matriz-9

Metalloproteinase-9,

MO: médula 6sea

MSCs: Mesenchymal stromal cells, células
estromales de origen mesenquimal

MYD88: myeloid differentiation primary
response

NAD: nicotinamide adenine dinucleotide

NF-kB: nuclear factor kappa B factor nuclear
estimulador de la cadena kappa de células B

NGS: Next-generation sequencing,

Secuenciacién de nueva generacion
NK: natural killer
NLC: nurselike cells, células tipo nodriza

NOTCFII: Neurogenic locus notch homolog
protein 1, proteina 1 homologa del locus

ABREVIATURAS

neurogénico notch (de  Drosophila

melanogaster)

Noxa: Phorbol-12-myristate-13-acetate-

induced protein 1, proteina 1 inducida por
OS: Overall survival, supervivencia global
P53: proteina supresora tumoral 53

Pb: pares de base

PBMCs: células mononucleares de sangre
periférica

PBS: Phosphate-buffered saline, tampdn
fosfato salino

PCR: Polymerase chain reaction, reaccion
en cadena de la polimerasa

PD-1: programmed cell death protein 1
PDGF: platelet-derived growth factor
PD-L1: PD-1 ligand

PE Cy7: ficoeritrina cianina 5

PE: ficoeritrina

PI3K: Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate  3-kinase,
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

quinasa de

PIM: proviral integration site for moloney
murine leukemia virus

PKC: protein kinase C
PLC-y2: phospholipase C gamma 2

PTEN: Phosphatase and tensin homolog,
fosfatasa y homoélogo de tensina

Puma: TP53 upregulated modulator of
apoptosis/Bcl-2  binding component 3,
modulador de la apoptosis inducido por

TP53/componente 3 de unién a Bcl-2

RPM: revoluciones por minuto
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ABREVIATURAS

RPMI: del inglés, medio Roswell Park
Memorial Institute

Scr: Familia de proteinas (v-src, c-src, e-erb),
derivadas del protooncogén src, que activan
a tirosina quinasas de membrana o

citoplasmaticas
SD: desviacidn estandar
SDF-1: stromal cell derived factor 1

SF3B1:
subunidad 1 del factor de splicing 3b

splicing factor 3B subunit 1,

SFB: suero fetal bovino
SH2: Src homology 2

SHIP1/2: SH2 domain containing inositol 5-
phosphatases 1/2

SHP1: SH2 domain containing protein
tyrosine phosphatase-1

slg: surface immunoglobulin

SNP: Single Nucleotide Polymorphism,
polimorfismo de nucleétido Unico

SP: sangre periférica
ssDNA: single-stranded DNA

STAT-3: signal transducer and activator of
transcription 3 transductor de la sefial y
activador de la transcripcion 3

SYK: spleen tyrosine kinase
TAM: tumor associated macrophage

TBS: Tris-buffered saline, tampon tris salino

TBS-T: TBS-0.1% Tween®20

TCR: T-cell receptor, receptor de linfocitos T
TLR: toll like receptor

TK: timidin quinasa

TNF: Tumor necrosis factor, factor de
necrosis tumoral

TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, factor
de necrosis tumoral alfa

TNFR: Tumor necrosis factor receptor,
receptor del factor de necrosis tumoral

TP53: Cellular tumor antigen p53, antigeno
tumoral celular p53

V(D)J: recombinacién de los segmentos
V(variable), D (diversidad), J (del inglés,
joining)

VCAM-1: vascular cell-adhesion molecule-1,

molécula 1 de adhesion de células

vasculares

VEGF: vascular endothelial growth factor,
factor de crecimiento del endotelio vascular

VEGFR2: Vascular endotelial growth factor
receptor 2, receptor 2 del factor de
crecimiento del endotelio Vascular

VLA-4: very late antigen-4

ZAP-70: 70 kDa associated protein, proteina
asociada de 70 kDa

Impacto de las alteraciones bioldgicas y moleculares en el microambiente estromal de la
leucemia linfocitica crénica tratada con nuevos fdrmacos






	Tesis Lydia González Serrano
	PORTADA
	ÍNDICE
	RESUMEN / SUMMARY
	RESUMEN
	SUMMARY

	INTRODUCCIÓN
	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	2. HIPÓTESIS
	3. OBJETIVOS

	MATERIAL Y MÉTODOS
	4. MATERIAL Y MÉTODOS

	RESULTADOS
	5. RESULTADOS

	DISCUSIÓN
	6. DISCUSIÓN

	CONCLUSIONES
	7. CONCLUSIONES

	BIBLIOGRAFÍA
	ABREVIATURAS




