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Als meus pares i a la meua germana






A I’Oriol






El mundo
Un hombre del pueblo de Negua, en la costa de Colombia, pudo subir al alto cielo.

A la vuelta, contd. Dijo que habia contemplado, desde alld arriba, la vida humana. Y
dijo que somos un mar de fueguitos.

- El mundo es eso — reveld -. Un montdn de gente, un mar de fueguitos.

Cada persona brilla con luz propia entre todas las demas. No hay dos fuegos iguales.
Hay fuegos grandes y fuegos chicos y fuegos de todos los colores. Hay gente de fuego sereno,
que ni se entera del viento, y gente de fuego loco, que llena el aire de chispas. Algunos fuegos,

fuegos bobos, no alumbran ni queman; pero otros arden la vida con tantas ganas que no se

puede mirarlos sin parpadear, y quien se acerca, se enciende.
Eduardo Galeano

El libro de los abrazos
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INTRODUCCIO

1. Hematopoesi i maduracio del limfocit B

1.1. Hematopoesi

L’'hematopoesi és el procés de formacid, maduracid i pas a la sang dels diferents tipus
de cel-lules sanguinies a partir de la céllula mare hematopoética (HSC, de I'angles
haematopoietic stem cell). El desenvolupament de les cel-lules hematopoétiques comenca en
el 7& dia embrionari (E7) a la membrana vitel-lina, en el mesoderm extraembrionari, a partir
del qual sorgira inicialment I’'hemangioblast que donara lloc a les cel-lules endotelials i als
precursors primitius eritroides (que expressaran la C globina). Els limfocits s’originen en una
segona “onada” a la regié6 anomenada aorto-gonado-mesonefros (AGM) en els E28-40 i
posteriorment a la placenta i fetge fetal. Tot i que el moll de I'os comenca a produir cél-lules
hematopoeétiques a partir de la 8a setmana de gestacid, aquestes sén majoritariament cel-lules
mieloides i contribueixen poc en el nombre total de cél-lules circulants. Es just abans del
naixement quan el moll de I'os esdevé definitivament el principal ninxol hematopoétic, definit
com aquell microambient dins d’un teixit determinat que manté i regula directament I’'HSC. A
partir d’aguest moment, sera només en resposta a estres hematopoétic quan el ninxol
hematopoétic podra traslladar-se a altres localitzacions extramedul-lars™2.

El moll de l'os és un organ complexe, conté molts tipus cel-lulars diferents
hematopoeétics i no hematopoétics que es troben envoltats per una matriu 0ssia vascularitzada
i innervada. Les HSC es troben principalment adjacents als sinusoides (vénules especialitzades
que formen una xarxa reticular de vasos fenestrats per permetre el pas de cél-lules cap a la
circulacid i a l'inversa). Tant les cél-lules endotelials com les BMSC (de I'anglés bone marrow
stromal cells) promouen el manteniment de les HSC gracies a la produccié d’SCF (de I'angles,
stem cell factor) i CXCL12 (de I'anglés, C-X-C motif chemokine 12) entre d’altres factors®. Les
cél-lules estromals a més a més s’encarreguen de produir una matriu extracel-lular formada
per col-lagen, laminina, fibronectina, acid hialuronic, etc. Aquestes substancies al seu torn,
s’uneixen a les HSC a través de les integrines i d’altres molecules de superficie per tal de
formar una matriu solida on les cél-lules hematopoeétiques s’hi mantenen unides”. Altres tipus
cel-lulars contribueixen a la regulacié del ninxol de les HSC, com sén el sistema nervids
simpatic (entre altres funcions, aquestes fibres formarien sinapsi amb les cél-lules estromals
perivasculars conferint-les una regulacid circadiana de la produccié de CXCL12 i la conseqlient

mobilitzacié de les HSC?), els osteoclastes i els osteoblastes®. Aquests Ultims, tot i que no
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promouen directament el manteniment de les HSC, si que promouen el manteniment i la
diferenciacio de certs progenitors limfoides B®.

Les HSC tenen la capacitat d’autorenovacio, expansio i diferenciacio. La perdua d’'una o
varies d’aquestes capacitats donara lloc a la formacié de la cél-lula pluripotent hematopoética
que a la seva vegada originara els progenitors hematopoetics especifics de linia cel-lular (Figura
1)*. Qué determina la diferenciacié de les HSC cap als diferents tipus cel-lulars és una qiiestié
controvertida. S’ha observat que factors extrinsecs com citoquines, interleuquines, o altres
estimuls instrueixen les HSC o altres progenitors cap a la diferenciacié i maduracié’; a més a
més també s’hi han observat involucrats factors intrinsecs, com per exemple, diferents factors

de transcripcic®.

C&l-lula mare hematopoética

TPO, 5CF IL-7

Hex, Phxd, §CL, GATAZ, cMyb, Notch ‘ %‘
Q callula @
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= =
© @ @
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Figura 1 | Hematopoesi. Maduracié i diferenciacié de la cél-lula mare hematopoetica als diferents
estadis de la progenie mieloide i limfoide. En blau, els diferents factors de creixement responsables de la
supervivencia i proliferacid a cada estadi del desenvolupament hematopoétic. En vermell, els
corresponents factors de transcripcid. EMKP, erithroid/megakaryocytic progenitor; GMP,
granulocyte/monocyte progenitor; MKP, megakaryocytic progenitor.
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1.2. Del progenitor hematopoiétic pluripotencial al limfocit B

immadur

La limfopoesi de cél-lules B genera un repertori divers de limfocits B periférics que
acabara donant lloc a cél-lules productores d’anticossos, les quals estaran implicades en la
proteccié a patogens perd romandran alhora tolerants als teixits propis’. La distincié dels
diferents estadis del desenvolupament dels limfocits B es basa en diverses i complementaries
caracteristiques (Taula 1): marcadors de superficie, I'estat de reordenament dels gens de les
immunoglobulines (lg), la capacitat de certes fraccions cel-lulars de diferenciar-se a altres
cel-lules, i més recentment, certs factors de transcripcié s’han vist implicats en el
desenvolupament del limfocit B'°. D’entre aquests, el procés més important de la limfopoesi B
és el reordenament de DNA seqiencial dels loci de les cadenes pesades i lleugeres de les
immunoglobulines (Igy, Igk i IgA , respectivament), la seva expressio i I'assemblatge en el

receptor de la limfocit B (BCR, de I'anglés B cell receptor).

Cadena Locus Localitzacio
cromosomica

K IGK 2p11.2
Cadena lleugera {
IGL 22q11.2
Cadena pesada
- e S~ IGH 1432 33

L2 | CH3 |
\ |

Figura 2 | Representacié esquematica d'una immunoglobulina (Ig). Una Ig és un heterodimer format
per 2 cadenes pesades i 2 cadenes lleugeres unides per ponts disulfur. Cada cadena té 2 parts: la regio
N-terminal responsable del reconeixement antigenic, és la part variable (V), i la regié C-terminal, és la
part constant (C), s’encarrega de diverses funcions efectores i és la determinant de I'isotip. El domini V
de les cadenes pesades, o VH, esta codificat per 3 tipus de gens anomenats V (variability), D (diversity) i)
(joining), mentres el domini V de les cadenes lleugeres, o VL, només per gens V i J. Les regions CDR
(Complementarity determining regions) sén les que interaccionen directament amb els antigens.
Adaptacio de Ghia, P. Ig gene analysis in CLL, 2009.
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Taula 1 Expressio dels marcadors de superficie en els diferents estadis de maduracié del

limfocit B.
HSC CLP Pre-pro-B  Pro-B Pre-Bl Pre-Bll B immadur B madur
lgH Germinal DJ VDI VDI VDl VDI VDI
lgl Germinal Germinal  Germinal Germinal VI VI Vi
lg membrana - - . lg i SLC (pre-BCR) lghM lgM, gD
CD34
CD43 {57)
CD117 {c-kit)
TdT

CD127 (IL-7R)

CD24 {HSA) -

CD45R (B220)

CcD79

Cch19

CD10

D32
€D25 {IL-2R}

EP-1

HSC, hematopoietic stem cell; CLP, common limfoid progenitor; SLC, surrogate light chain;

BCR, B-cell receptor; BP-1, 8-protein 1. Adaptat de Hirose J, Inmunol Rev, 2002

1.2.1. De les HSC al limfocit pre-B

El limfocit B al moll de I'os prové de la cel-lula pluripotent hematopoética que té els
loci de les Igs en la configuracié de linia germinal (Figura 3). La recombinacié dels gens de les
Igs és iniciada pel complex proteic RAG1 (de I'anglés, recombination-activating gene 1) —-RAG2
a nivell del locus de la cadena pesada de les Igs (IGH) en el progenitor limfoide comu (CLP) o en
el limfocit pre-pro-B. Els reordenaments es produeixen inicialment del segment Dy al J, seguits
pels del segment Vy al DJ en els ultims estadis del limfocit pro-B. Si la seqiieéncia resultat dels
reordenaments dels segments V(D)J és productiva donara lloc a la cadena Igu, expressada pels
limfocits pre-B formant part del complexe pre-BCR™.

A més a més, la proliferacio i la supervivencia dels progenitors dels limfocits B és
depenent del receptor de la interleuquina 7 (IL-7R). Mutacions en el gen que codifica per I'IL-
7R bloqueja greument la limfopoesi de cél-lules B, aquest defecte es manifesta tant a nivell del

limfocit pre-pro-B com amb progenitors més immadurs com el CLP*. La IL-7 és secretada per
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les BMSC. La distribucié dels progenitors dels limfocits B en els diferents ninxols del moll de
I'os varia segons l'estadi de desenvolupament. Mentres les HSC es localitzen prop dels
osteoblasts, les cél-lules endotelials i les BMSC secretores de CXCL12, els limfocits pro-B

estarien situats prop de les BMSC secretores de I'lL-7, la qual facilitaria i promouria la seva

proliferacié i desenvolupament™.
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Figura 3 | El desenvolupament del limfocit B. Imatge d’EBioscience.

1.2.2. Del limfocit pre-B al limfocit Bimmadur

Un cop completats satisfactoriament els reordenaments dels gens de la IgH el

complexe pre-BCR s’expressa a la superficie del limfocit B. Aquest complexe esta format per la
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cadena p i una cadena lleugera “substituta” (SLC, de I'anglés surrogate light chain) associades a
I’'heterodimer de molécules senyalitzadores CD79A/CD79B. La senyalitzacié derivada d’aquest
pre-BCR conduira a una inicial proliferacid i expansio dels limfocits pre-B i la posterior inhibicié
de nous reordenaments en la IgH, un procés anomenat “exclusié al-lélica”. Aixd permet que
cada limfocit B produeixi una sola cadena d’IgH, aconseguint per tant, 'especificitat per a un
Unic antigen, en concordancia amb la teoria de la seleccié clonal, que diu que cada limfocit
expressa un Unic receptor d’antigen. Després d’aquesta fase proliferativa, el cicle cel-lular dels
limfocits pre-B queda aturat en G1. L'expansié clonal in vivo dels limfocits pre-B es limita a
quatre o cinc divisions cel-lulars®®. Posteriorment, la senyalitzacié derivada del pre-BCR
promouria un segon grup de reordenaments en el DNA, aquest cop sobre els loci de les IgL®.

Inicialment, es produeix un reordenament en la IGK, si aquest és productiu donara lloc
a una cadena lleugera kappa (lgk) que s’associara a la IgH pre-formada per tal de constituir la
IgM. A més a més, aixi com per la IGH, la produccié d’Igk inhibira reordenaments addicionals
en el segon al-lel de la IGK (exclusid al-lélica) i en el locus de la IGL (exclusio isotipica). Aixi
novament s’assegura que només s’expressi un tipus de cadena lleugera'’. Un dels possibles
mecanismes que probablement contribuiria a I'exclusié al-lelica seria una demetil-lacid
assimetrica dels al-lels de la IGK. Aquesta demetil-laci6 assimétrica facilitaria de forma
preferencial el reordenament VJ, en un dels 2 al-lels™.

En el cas que el reordenament en la IGK no sigui productiu, s’intenta un nou
reordenament en l'altre al-lel, i si altre cop és insatisfactori, sera el locus IGL el que reordenara
els segments V-J. En el cas que tampoc fos productiu, la cel-lula moriria a menys que fos
rescatada per reordenaments secundaris’.

Aquesta nova IgM s’associa als coreceptors CD79A/CD79B per a formar el nou BCR a la
superficie del limfocit B immadur. Al moll de l'os, el limfocit B immadur esta sotmés a una
seleccid negativa que sera la base de la tolerancia immunologica. El limfocit B que expressi un
BCR que reconegui un autoantigen amb alta afinitat, entrara en apoptosi. Només podran
escapar-ne si es produeix un canvi en la seva especificitat d’antigen, és a dir, un reordenament
secundari en les IgL (en menor mesura en les IgH). Aquest procés s’anomena “edicié del

receptor”®®

. Només un 5% dels limfocits B immadurs podran, finalment, abandonar el moll de
I'os i migrar cap a la melsa, on esdevindran limfocits B transicionals, i seguir la seva

maduracié®.
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1.3. Desenvolupament del limfocit B madur periféric

El limfocit B transicional es distingeix del limfocit B madur per una serie de marcadors
de superficie i perqué expressen nivells baixos de RAG a nivell de I’'mRNA (acid ribonucleic
missatger). Aquests limfocits tenen una vida mitja molt curta i només el 10-30% d’aquests
esdevindran limfocits B madurs. La unié d’un antigen al BCR semblaria tenir un paper
important en els mecanismes que governen la seleccid dels limfocits B transicionals a limfocits
B madurs®'.

El limfocit B madur naif, que expressa les Ig de superficie IgM i IgD, pot ser activat per
la unié d’un antigen al BCR i participar en la resposta immunologica. Un cop activat, rebra
senyals derivats de limfocits T que el conduiran als fol-licles primaris de limfocits B situats en
els organs limfoides secundaris com soén els ganglis limfatics, la melsa, i els teixits limfoides
associats a mucosa (MALT, de I'anglés mucosa-associated lymphoid tissue), on establiran els
anomenats “Centres Germinals” (GC, de I’anglés germinal centres)®.

Inicialment, el limfocit B migra cap a la zona rica en cel-lules T, és aqui on el limfocit B
s’activara completament com a resultat de la seva interaccid amb els limfocits T CD4" i les
cel-lules presentadores d’antigen. Un dels receptors dels limfocits B més important en la
mediacio de la interaccié amb els limfocits T és el CD40, membre de la familia de receptors de
factors de necrosi tumoral (TNF, de I'anglés tumor-necrosis factor) i expressat per tots els
limfocits B i el seu lligand CD154 o CD40L (de I'anglés CD40 ligand) expressat pels limfocits T
CD4". Aixi, el limfocit B comencara a proliferar rapidament i desplacara els limfocits naif
IgM*IgD" a la periféria, on formaran la zona del mantell. L’estructura del GC estara formada
llavors per una zona fosca que consistira en una densa poblacié de limfocits B proliferants
anomenats centroblastes, i una zona més clara i periferica que estara formada per limfocits B
més petits no proliferants anomenats centrocits i que estaran envoltats per cel-lules
dendritiques fol-liculars (que actuarien com a cel-lules presentadores d’antigen), limfocits T i
macrofags®.

Els centroblasts diversifiquen els seus gens de les IgV mitjancant el procés anomenat
“Hipermutacié somatica” (SHM, de I'anglés somatic hypermutation). Aquest procés es defineix
com la introduccié de mutacions puntuals, delecions o duplicacions en les regions V(D)
reordenades dels gens que codifiquen per a les IgV.

El centroblast llavors es diferencia a centrocit i es desplaca a la zona clara on el
recentment modificat BCR, amb I'ajuda de limfocits T i les cél-lules dendritiques fol-liculars, és

seleccionat de nou per millorar la seva unié a antigen. Només aquells centrocits als quals
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aquesta seleccié resulti favorable portaran a terme I'anomenada “Commutacié de l'isotip”
(CSR, de I'angles class-switch recombination): I'intercanvi dels gens de les IgH, que donara com
a resultat un limfocit B amb diferent classe d’lg, d’IgM i IgD a 1gG, IgA o IgE. Aixo significa que
canviaran les seves funcions efectores sense canviar el seu domini d’unié a I’antigen®.

Finalment, el centrocit es podra diferenciar a limfocit B de memoria o bé a cél-lula
plasmatica. Els senyals que indueixen a diferenciar-se a una o altra cel-lula sén encara
desconeguts. La inactivacié del repressor transcripcional PAX5 (de I'anglés paired-box protein
5) sembla ser un dels primers passos cap a la diferenciacié a cel-lula plasmatica. PAX5 inhibeix
I’expressid del factor de transcripcié XBP1 (de I'anglés X-box binding protein 1) necessari per a
la diferenciacié a cel-lula plasmatica. La posterior sobreexpressido de BLIMP1 (de I'anglées B-
lymphocyte-induced maturation protein 1) i IRF4 (de I'anglés interferon-requlatory factor 4)
donaria lloc a la caracteristica secrecié d’lg per part d’aquestes cél-lules’®. En canvi, la
senyalitzacio derivada del CD40 i una mantinguda expressié de PAX5 conduirien el centrocit a
diferenciar-se a limfocit B de memoria®.

La limfocit B de memoria és un tipus de limfocit B que restara quiescent fins al
moment de tornar a entrar en contacte amb un antigen previament conegut. Aquesta
estimulacié antigenica provocara una rapida i forta proliferacid, que acabara generant una
elevada progenie amb un mateix BCR d’alta afinitat per aquest antigen.

Per la seva banda, les cél-lules plasmatiques tenen un paper fonamental en la resposta
immune humoral perqué davant |‘estimul antigénic s’encarregaran de secretar grans
quantitats d’anticossos. Poden residir tant en els teixits limfoides secundaris formant part
d’una poblacid de ceél-lules plasmatiques amb vida mitja curta, com en el moll de l'os i

mantenir-se en un anomenat “estat quiescent de llarga durada”.



INTRODUCCIO

2. La Leucemia Limfatica Cronica

La Leucemia limfatica cronica (LLC) és el tipus de leucémia més freqlient a Occident. Es
caracteritza per la proliferacid i acumulacié de petits limfocits B d’aparenga madurs, a la sang
periférica (SP), ganglis limfatics, moll de I'os i altres territoris limfoides com la melsa®®.

A Europa, la incidéncia és de 4.92 casos per 100.000 habitants per any. Es més
freqiient en els homes amb una ratio home:dona d’aproximadament 1.7:1, les taxes
d’incidéncia entre homes i dones sén 6.20 i 3.15 casos per 100.000 habitants per any,
respectivament®’. L’LLC és una malaltia diagnosticada principalment en la gent gran: la
mediana d’edat al diagnostic sén 72 anys i només un 32% del pacients en tenen menys de 65,
segons dades del “Surveillance, epidemiology and end results program 2006-2011”. Hi ha
diferencies geografiques substancials en la seva incidencia, amb major incidéncia a Europa i
Ameérica del Nord respecte de paisos asiatics com la Xina i el Japd, on s’estima que la seva

incidéncia és aproximadament un 10% de la incidencia observada en el mén occidental®®.

2.1. Diagnostic

2.1.1. Presentacio clinica

Més del 25% dels pacients no presenten simptomes en el moment del diagnostic.
Generalment son diagnosticats pel descobriment d’una adenopatia periferica o una limfocitosi
absoluta no explicada per altra causa. Per la resta, els simptomes que acostumen a tenir sén
astenia i debilitat. Aquests simptomes poden apareixer fins i tot sense aparent afectacié major
de cap organ ni anémia. Fins un 20% dels casos presenten simptomes B: definit per una pérdua
de pes no intencionada superior al 10% del pes en 6 mesos, febre 2382C durant més de 2
setmanes sense evidéncia d’infeccid, sudoracid nocturna, o asténia extrema (Eastern
Cooperative Oncology Group performance status, ECOG PS 22, estat general que l'incapacita
per a treballar); no obstant, la febre és un simptoma molt poc freqiient i sempre s’hauria de
descartar una probable complicacié infecciosa®®. Aproximadament el 80% dels pacients
presenten adenopaties en el moment del diagnostic (més freqlientment en la regié cervical,
supraclavicular o axil-lar); el 50% presenta esplenomegalia lleu o moderada. Ocasionalment,
aixo condiciona un hiperesplenisme que contribueix a empitjorar lI'anémia i |Ia
trombocitopenia. De manera menys freqlient, els pacients poden presentar hepatomegalia

secundaria a la infiltracié hepatica pels limfocits B tumorals. La infiltracié d’altres organs és
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majoritariament detectada postmortem perqué no sol ser simptomatica. Algunes de les
localitzacions on eventualment s’ha observat infiltracio per limfocits d’LLC sén: el parenquima

renal, pulmons, tracte gastro-intestinal i sistema nervids central®.

2.1.2. Morfologia

En la major part dels casos el diagnostic d’LLC s’estableix amb un hemograma, una
extensié de SP i I'immunofenotip.

Per al diagnostic d’LLC es requereix de la preséncia de >5000 limfocits B clonals/plL en
SP durant com a minim 3 mesos. La clonalitat d’aquests limfocits s’ha de confirmar per
citometria de flux amb I'observacié de la restriccid d’expressié de cadenes lleugeres kappa o
lambda®®

Les cél-lules leucemiques observades en I|'extensié de SP sén caracteristicament
limfocits petits, madurs, amb citoplasma escas i un nucli dens sense nucléols i amb cromatina
agregada parcialment. Aquestes cél-lules es poden trobar envoltades d’altres limfocits més
grans i atipics, limfocits clivellats o prolimfocits els quals poden arribar a ser un 55% del total
dels limfocits (en aquest cas s’hauria de plantejar el diagnostic diferencial amb la leucémia
prolimfocitica). Una altra caracteristica sdn les ombres de Grumprecht: restes nuclears de les

cél-lules leucémiques*!
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Figura 4 | Extensié de sang perlferlca d’un pacient
amb LLC. Limfocits petits, amb escas citoplasma i
cromatina agregada. També es pot observar una
ombra de Grumpecht (fletxa). Cortesia de Dra M
Navarrete.

L'afectacié dels ganglis limfatics segueix un patré nodular, format per unes zones
centrals més clares de cel-lules més grans que correspondrien als centres de proliferacié

(explicat amb més detall en el punt 2.3) envoltades per una zona periferica més fosca de
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cel-lules més petites. L’afectacié estaria limitada a les zones interfol-liculars. L’activitat mitotica
és normalment baixa.

A la melsa, I'afectacié de la polpa blanca sol ser predominant. També es poden
observar els centres proliferatius tot i que de manera menys abundant.

L’afectacid del moll de l'os pot ser nodular, intersticial i/o difusa. El centres de

proliferacié també sén menys abundants aqui que en els ganglis limfatics*".

2.1.3. Immunofenotip

Les cél-lules d’LLC coexpressen I'antigen de limfocits T, CD5 i els antigens de limfocits
B, CD19, CD20 i CD23. Els nivells d’expressio de les Ig de superficie, de CD20 i de CD79b soén
caracteristicament febles comparats amb els dels limfocits B normals. El CD10 és negatiu. Cada
clon de cel-lules d’LLC presenta restriccié d’expressio de les cadenes lleugeres kappa o lambda.
En els teixits, es pot detectar expressid citoplasmatica d’lg i la ciclina D1 és negativa, de totes
maneres, s’ha detectat ciclina D1 en algunes cél-lules del centres proliferatius. Alguns casos
poden tenir un immunofenotip atipic sense expressié de CD5 o CD23, FMC7 o CD11c, forta

expressio de les Ig o de CD79b™*.

2.2. Pronostic

La supervivéncia mediana dels pacients amb LLC és d’aproximadament 10 anys, pero el
pronostic individual és extremadament variable. Mentre alguns pacients tenen una elevada
supervivencia sense presentar simptomes relacionats amb la malaltia, en altres aquesta té un
comportament agressiu i tenen una supervivéncia mitjana menor de 3 anyszs.

L'impredictible curs de la malaltia ha dirigit el desenvolupament de diversos sistemes
d’estadiatge i de marcadors pronostic. Els factors pronodstic son utilitzats per a entendre la
biologia de la malaltia, per a l'estratificacidé del risc del pacient i per a predir la resposta a un
farmac especific. Amb els anys, multiples marcadors pronostic biologics sofisticats han estat
identificats; no obstant, I'estadiatge clinic (Rai i Binet) roman el més rellevant per predir

I’evolucié del pacient amb un nou diagnostic d’LLC.

2.2.1. Sistemes d’estadiatge

El 1967 Dameshek va descriure I'LLC com una malaltia deguda a I'acumulacié de
limfocits B immunologicament incompetents®%. Uns anys més tard, el 1975, Rai ja va proposar

el primer sistema d’estadiatge clinic*®, que va ser seguit el 1976 per un sistema d’estadiatge
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francés presentat al congres de la Société Frangais d’"Hématologie a Paris. El 1981, Binet va
presentar el seu propi sistema clinic per a una classificacié pronostica en el First International
Workshop on CLL (IWCLL) a Paris**. En aquell mateix any, a la segona reunié de I'IWCLL i
gracies a la informacio recollida d’'un estudi amb gran nombre de pacients (>900) diagnosticats
d’LLC, van proposar un sistema d’estadiatge conjunt que és el que roman recomanat per les

guies internacionals més importants en LLC®.

El sistema d’estadiatge de Rai
El sistema de Rai (Taula 2) es basa en la premisa que en |'evolucié de la malaltia hi ha
una primera acumulacid de cél.lules neoplasiques manifestat en un augment de la limfocitosi,
aparicié posterior d’adenopaties, esplenomegalia i hepatomegalia, i un reemplagcament final

del moll de I'os amb el conseqiient desenvolupament d’anémia i trombocitopénia®>.

Taula 2 Sistema d’estadiatge segons la classificacié original de Rai*®

Estadi Caracteristiques cliniques
0 Limfocitosi*
| Limfocitosi + adenopaties**
Il Limfocitosi + espleno o hepatomegalia (tadenopaties)

Limfocitosi + anémia***
Il
(tespleno/hepatomegalia £ adenopaties)

Limfocitosi + plaquetopénia****
\Y
(xanémia tespleno/hepatomegalia + adenopaties)

*Limfocitosi: Limfocits B tumorals >15000/mm?> o >40% al MO. Segons la revisi6 de les guies per 'IWCLL
al 2008, es considera quan limfocits B tumorals >5000/mm3

**Tant les adenopaties com I'espleno o hepatomegalia, segons exploracio fisica

*** Anémia: Hb<11g/dl

**%* plaquetopénia: Plaquetes<100x10°/L

El sistema de Binet
El sistema de Binet diferencia 3 grans subgrups segons la seva evolucié clinica (Taula
3). Una de les diferéncies amb el sistema de Rai, és que aquest sistema té en compte el
nombre d’arees limfoides afectades i una altra és que considera anémia quan I’hemoglobina és
menor a 10g/dl.
Les 5 arees limfoides considerades son:
(1) Capiicoll, incloent I'anell de Waldeyer.

(2) Aixelles. L’afectacid de totes dues aixelles comptabilitza com una sola area.
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(3) Inguinals, incloent la regio femoral superficial. Aixi com amb les aixelles, I'afectacio
de totes dues inguinals comptabilitza com una sola area.

(4) Esplenomegalia palpable

(5) Hepatomegalia palpable

Taula 3 Sistema d’estadiatge segons la classificacié de Binet*

Estadi Caracteristiques cliniques
A <3 arees limfoides afectades
B 3 arees limfoides afectades
C Anémia o trombopeénia (£ limfadenopaties)

Actualment, en el moment del diagnostic el 85% dels pacients estan en un estadi A, el

10% en estadi B, i el 5% restant en estadi C*°.

El sistema combinat de Rai i Binet
La iwCLL va recomanar el 1981 un nou sistema d’estadiatge integrat per ambdds

meétodes (Taula 3)*.

Taula 4 Sistema d’estadiatge combinat segons la iwcLL®

Estadi Binet (Rai) Caracteristiques cliniques
A A(0), A(l), A(Il) <3 arees limfoides afectades
B B(l), B(II) 3 arees limfoides afectades
C c(1), c(1v) Anémia o trombopénia (x limfadenopaties)

Limitacions dels sistemes d’estadiatge clinic
L'estadiatge segons els metodes de Rai i Binet es correlaciona amb la supervivéncia
dels pacients; no obstant, dins de cada un dels estadis existeix una gran heterogeneitat,
limitant I"ds en solitari de I'estadiatge a I’hora de predir la supervivéncia. Especialment en
estadis inicials es requereixen factors pronostic addicionals. Els metodes de Rai i Binet poden
reflectir d’alguna manera I’evolucio clinica de la malaltia, perd moltes vegades el pacient es
pot presentar amb esplenomegalia perd no presentar mai adenopaties o un increment en la

limfocitosi; altres presentaran una elevada limfocitosi sense adenopaties o esplenomegalia, i
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també hi ha casos més semblants a limfomes, és a dir amb preséncia d’abundants adenopaties
sense una elevada limfocitosi. Per tant, els criteris utilizats per Rai i Binet no sempre es
correlacionen amb la massa tumoral. A més a més, aquests sistemes tampoc distingeixen entre
I’'anémia hemolitica autoimmune (AHAI) o la purpura trombopenia idiopatica (PTI) i la
infiltracié medul.lar causant d’anemia o trombopenia, totes dues classificades per Binet com a
estadi C o estadis Il i IV per Rai, respectivament.

L'estadiatge es realitza per exploracio fisica i resultats analitics, i per aquesta rad les
guies internacionals no recomanen la tomografia computeritzada (TC) en el moment del
diagnostic. De totes maneres, en aquells pacients identificats d’alt risc de progressio, el TC
aporta informacié més acurada de la malaltia a nivell intrabdominal que no pas I'exploracio
fisica. Les adenopaties abdominals trobades per TC en el moment del diagnostic en pacients
amb estadi 0 de Rai, es correlaciona amb un menor temps a la progressié de la malaltia o al

primer tractament®’.

2.2.2. Factors pronostic

Donat que només amb els metodes d’estadiatge clinics fins ara descrits no es pot
predir de manera acurada la progressié de la malaltia, en els darrers anys han sorgit un gran
nombre de factors que han mostrat rellevancia pronostica. Aquests factors inclouen tant
caracteristiques cliniques, com el temps de duplicacié limfocitaria (TDL), com biologiques

(marcadors sérics, I'estat mutacional de les immunoglobulines, I'expressié de ZAP-70 i CD38).

2.2.2.1. Temps de duplicacié limfocitaria

El TDL és un parametre molt senzill i Gtil que es calcula determinant el nombre de
mesos fins a duplicar el recompte de limfocits en SP*, essent un factor predictor independent
per a la supervivéncia lliure de malaltia (PFS, de I'anglés progression-free survival) i per a la
supervivencia global (0S, de I'anglés overall survival)®®. Per als pacients amb un estadi A de la
malaltia segons Binet, la mediana de la PFS és de 20 mesos si el TDL és <12 mesos comparat
amb els 72 mesos quan el TDL és >12 mesos (P=0.01)*°. Un increment superior al 50% de la
limfocitosi en 2 mesos, o un TDL inferior o igual a 6 mesos ha estat utilitzat com a criteri per a

Iinici de tractament*®*°.
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2.2.2.2. Marcadors seérics

Lactat deshidrogenasa (LDH)
L'LDH esta considerada un marcador de recanvi cel.lular i es troba freqlientment
elevada en pacients amb desordres hematologics i altres neoplasies. En els pacients amb LLC,
uns nivells alts d’LDH s’associa amb una menor supervivéncia® i amb altres factors pronostic

#3344 Amb la introduccié

adversos com la del17p*, una elevada expressié de CD38 i de ZAP-70
de la immunoquimioterapia, uns nivells elevats d’LDH (=2 cops per sobre dels nivells normals)

manteniren la seva significancia pronostica independent®.

B2-microglobulina
La B2-microglobulina és una proteina de membrana associada a la cadena a del
complexe major d’histocompatibilitat de classe 1 (HLA-1). Nivells sérics elevats de p2-
microglobulina es correlaciona amb l'estadi clinic, infiltracié del moll de l'os i malaltia
voluminosa®. Altres estudis han demostrat el poder pronostic d’ella mateixa®’ o en
combinacié amb altres factors pronostic com el CD23*. A més a més també s’associa amb

I'expressié de CD38* i de ZAP-70*.

Timidina quinasa (TK)

La TK és un enzim que intervé en la sintesi del DNA (de I'angles, deoxyribonucleic acid)
per tant, és considerada un marcador de proliferacié cel.lular. Nivells sérics elevats s’han
associat a estadis avangats i a malaltia progressiva®®. Altres estudis confirmen el valor

s s . 50 - .. . ,
pronostic en pacients amb LLC™ i demostren el seu valor predictiu tenint en compte I'estat

mutacional de I'lgVH™".

Altres marcadors sérics

Els nivells de diverses proteines de membrana que poden trobar-se al plasma es poden
utilitzar com a marcadors tumorals. Un exemple és el CD23 circulant, que en aquells pacients
en estadi A té un valor predictiu de progressié de la malaltia®>. També s’ha correlacionat amb
una infiltracié difusa del moll de I'os, menor TDL, nivells elevats de TK*®, de CD38* i ZAP-70 al
moll de '0s™.

La quantitat de CD20 circulant en el plasma dels pacients amb LLC s’ha correlacionat
amb I'estadi clinic, els nivells de p2-microglobulina, I'expressié de CD38 i '0S*®. Tot i que el
valor pronostic encara no ha estat confirmat per altres grups, aquestes troballes poden ser
importants perqué s’ha demostrat que el CD20 circulant podria interferir en la unié del
rituximab a les cél.lules d’LLC i per tant, podria tenir impacte en |’efectivitat dels agents anti-

CD20°°.

15



INTRODUCCIO

El CD44 soluble s’ha correlacionat amb I’estadi clinic, els nivells de B2-microglobulina, i
I'LDH"*%, a més a més es pot utilitzar per a refinar I'estratificacié pronostica en el subgrup de

pacients de baix risc™.

2.2.2.3. Estat mutacional de les immunoglobulines

Un dels parametres biologics més importants a I’hora d’avaluar el pronostic dels
malalts amb LLC és I'analisi de I’estat mutacional del segment V de la cadena pesada de les Igs
(a partir d’ara referit com a IGHV). La resposta del limfocit B a I’estimulacié antigénica esta
mediada pel BCR tant en cel-lules B normals com tumorals. Com s’ha explicat anteriorment,
cada limfocit B expressa un BCR diferent gracies a les recombinacions dels gens dels segments
V,DildelalgH,iVildelesIglL. A més a més, la diversitat combinatoria dels diferents
segments del BCR es veu incrementada amb la introduccié de mutacions somatiques a través
del procés d’hipermutacié somatica?.

En funcid de I'estat mutacional dels gens de les IGHV es descriuen dues formes
cliniques d’LLC amb pronostics marcadament diferents: la forma no mutada (a partir d’ara: U-
CLL, de I'anglés unmutated-chronic lymphocytic leukemia) quan la clona d’LLC presenta una
homologia minima del 98% en els gens de les IGHV en relacié amb la seqiiéncia germinal, i la
forma mutada (M-CLL, de I'anglés mutated-chronic lymphocytic leukemia). Utilitzem el terme
IGHV perque normalment només s’analitza I'estat mutacional de les IGH tot i que els gens de la
regié variable de les IGL també estan mutats en els casos amb IGHV-mutades®). Els pacients
amb U-CLL tenen un curs clinic més agressiu i una evolucié clarament desfavorable en
comparacié amb els pacients amb mutacions en les IGHV*"®%,

Tot i que els fenomens bioldgics que condicionen aquesta diversitat clinica entre els
pacients U-CLL i M-CLL encara no es coneix amb exactitud, s’han observat determinades
diferéncies biologiques entre aquests subgrups: presenten diferents nivells d’expressio de les
proteines ZAP-70 (de I'anglés, zeta-associated protein 70)%*%* i CD38%, diferent activitat de les
vies de senyalitzacié derivades del BCR®, diferent longitut dels telomers®’ i també s’ha
relacionat amb alteracions citogenetiques: mentre que I'abséncia de mutacions en les IGHV
s’ha associat a trisomia 12, la seva presencia s’ha associat a alteracions relacionades amb el

cromosoma 13q14°%.
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2.2.2.4. L’expressio de ZAP-70

La proteina ZAP-70 (de I'anglés, 70kDa {-chain-associated protein) és un membre de la
familia de tirosines quinases Syk-ZAP-70, que normalment s’expressa en els limfocits T i
cel-lules natural killer (NK), on té un paper fonamental en l'inici de la senyalitzacié derivada del
TCR (de I'anglés T cell receptor). Es troba absent en limfocits B madurs no tumorals, on la
senyalitzacié derivada del BCR utilitza la proteina quinasa homologa Syk. L'expressio de ZAP-70
en cel-lules d’LLC es va detectar arrel de I'analisi dels perfils d’expressié génica segons I'estat
mutacional de les Igs, concretament, es va observar com una elevada expressié de ZAP-70
s’associava a una abséncia de mutacions en les IGHV®. De manera consistent, I’expressié de la
proteina ZAP-70 mesurada per citometria de flux s’ha demostrat el millor marcador substitut
de I'estat mutacional de les Igs®*. A més a més, utilitzant com a punt de tall el 20% de cél-lules
d’LLC, una elevada expressié de ZAP-70 es relaciona amb major probabilitat de progressio i

pitjor supervivéncia, i es manté com a marcador pronostic independents"'69

. U'expressio de
ZAP-70 també es correlaciona amb altres marcadors pronostic: amb una elevada expressidé de
CD38, nivells elevats de TK, estadi clinic avangat, nivells elevats d’LDH i amb el grau d’infiltracié
del moll de 'os”. Els mecanismes biologics que explicarien aquest impacte pronostic negatiu

de I'expressio de ZAP-70 en I'LLC s’explicaran amb més detall més endavant.

2.2.2.5. L'expressié de CD38

El CD38 és una glicoproteina de membrana tipus Il de 45kDa que inicialment es va
descriure com un antigen d’activacié cel-lular, I'expressié del qual coincidia amb diferents
estadis de diferenciacié tant de limfocits B com T. Actua simultaniament com a enzim de
superficie cel-lular i com a receptor. Com a ectoenzim, el CD38 sintetitza ADP (de I'anglés,
adenosine diphosphate) i NAADP (de I'anglés, nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate),
components clau en la regulacié dels nivells intracitoplasmatics del calci. La unié del CD38 amb
el seu lligand CD31 o amb anticossos agonistes especifics, promou senyals d’activacid i de
diferenciacié en limfocits T, B i NK’*. L’expressié de CD38 en els pacients amb LLC és
heterogenia i pot variar durant I’evolucié de la malaltia. Utilitzant com a punt de tall el 30% de
cel-lules d’LLC, es va observar com nivells elevats d’expressié de CD38 tenien un impacte
pronostic negatiu’’. L'expressié de CD38 també va ser proposada com a marcador substitut
per a I'estat mutacional de les IGHV®" perd els resultats en estudis subseqiients no acaben sent

prou concloents, tot i demostrar valor pronostic independent’7*.
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2.2.3. Alteracions citogenétiques

A diferencia d’altres neoplasies hematologiques o tumors solids, I'LLC es caracteritza
per un genoma relativament estable. L'anomalia cromosomica més freqiient és la perdua de la
regié 13q14.3, amb una prevalenca del 40-60%"*"*, posteriorment la delecié 11923 que es

42,76,77

troba en el 5-20% dels pacients , la trisomia del cromosoma 12 amb una prevalenga

semblant, del 16%" i la del17p, que s’ha descrit en el 3-8% dels pacients en el moment del

4278 A més a més, aquestes alteracions cromosomiques poden ser utilitzades com a

diagnostic
factors pronostic, és per aixo que rutinariament es realitzen estudis citogenetics. La FISH (de
I'anglés, fluorescence in situ hybridization) té major resolucidé que la citogenética estandard i a
diferéncia d’aquesta, permet la deteccié d’alteracions cromosomiques independentment de la
ratio de cel-lules en divisi6. Amb aquesta tecnica es poden identificar alteracions en

aproximadament un 80% dels pacients segons les series*’>’>’¢,

Delecié 13q14.3

La delecid de la regio 13q14.3, que es troba en més del 50% dels pacients diagnosticats
d’LLC, és l'alteracid citogeneética més freqlient i s’ha associat historicament amb bon
pronostic*’. Darrerament, diversos estudis han revelat com alguns dels gens que es troben en
aquesta regio podrien contribuir, en part, a la patogénesi de la malaltia. Els microRNAs miR-
15a i miR16-1 es localitzen a la regid MDR (de I'angles, minimal deleted region), i funcionarien
com a supressors tumorals en I'LLC en col-laboracié amb el gen DLEU2 (de I'anglés, deleted in
lymphocytic leukemia)®*®. Malgrat presentar una elevada heterogeneitat clinica i biologica,
estudis recents que integren resultats citogenétics i moleculars continuen considerant aquells
pacients amb delecidé 13q aillada en el grup de molt baix risc (Supervivéncia global als 10 anys

del 69.3%)%".

Delecié 1123

La delecié de la regié 11923 es detecta en un 5-20% dels pacients amb LLC* i s’ha
associat a malaltia progressiva, menor TTFT (de I'anglés, time to first treatment), menor durada
de les remissions i menor OS després de la primera linia de tractament®. Els pacients amb
delllq es caracteritzen per presentar multiples i grans adenopaties i s’ha associat amb
I'absencia de mutacions en les IGHV.

La regid MDR inclou les bandes 11g22.3-g23.1 incloent per tant, en gran part dels
casos, el gen ATM (de I'anglés ataxia telangiectasia mutated). Les mutacions en aquest gen
s’han trobat en un 8-30% dels pacients 11g-*>. Un altre gen implicat en aquest tipus d’anomalia
cromosomica és BIRC3 (de I'angles, baculoviral IAP repeat containing 3). No obstant, un estudi

recent mostra com son les mutacions en el gen ATM, més que les mutacions o delecions del
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gen BIRC3, les que tenen impacte en la OS o la PFS dels pacients amb delecié 11q tractats amb

primera linia de tractament®.

Trisomia 12

La trisomia del cromosoma 12 és la tercera alteracié cromosomica més freqiient en
malalts amb LLC (10-20% dels casos) i sovint apareix com a una Unica alteracié citogenetica
(40-60% dels casos amb trisomia 12). A més a més, es pot associar a altres alteracions
cromosomiques com sén les trisomies 18 i 19, delecions d’11q, 13q, 14q, o 17p i translocacions
que inclouen la IGH*. Tot i que en el model proposat per Déhner et al I’lany 2000, mitjancant el
qual establia 5 categories de risc d’acord amb les alteracions cromosomiques detectades, va
ser considerada un marcador de risc intermedi (OS als 10 anys del 30% aproximadament),
estudis recents tendeixen a incloure-la en grups de baix risc®’. De totes maneres, aixd també es

correspon a una entitat clinicament heterogenia.

Delecid 17p13

La delecié 17p13 es troba en un 3-8% de pacients amb LLC en el moment del
diagnostic. No obstant, es pot arribar a trobar en un 30% de pacients tractats amb
quimioterapia. La preséncia d’aquesta alteracid citogenetica s’associa a una pitjor resposta al
tractament quimioterapic i supervivencia, essent el marcador de pitjor pron(‘)stic“. Estudis
recents mostren com existeix una heterogeneitat clinica en els pacients 17p- segons el
moment d’apareixer aquesta alteracid durant el seu seguiment: com un esdeveniment “de
novo” o més freqiientment, com a una alteracid secundaria. Els primers tindrien una mediana
de supervivencia més llarga (4-5 anys) mentre que aquells que adquireixen la delecié durant
una evolucid clonal, la seva supervivéncia quedaria disminuida notablement (1-1.5 anys)’®. En
un principi, el punt de tall del percentatge de nuclis amb dell7p per tal de considerar un
pacient portador de la del17p es va establir en el 3%°, perd més tard va ser incrementat fins al
25%%. No obstant, s’ha demostrat recentment que la mida de la clona té impacte negatiu en la
OS i en la resposta al tractament, no només a diferents punts de tall sind com a variable
continua®.

L'extensid de la delecié 17p13 normalment conté gairebé tot el bra¢ curt del
cromosoma 17 i esta invariablement associada a la pérdua del gen supressor de tumors TP53
(que codifica per la proteina p53). La pérdua d’aquest gen explicaria el mecanisme molecular
que confereix la mala resposta als agents alquilants i als analegs de purines. S’"han detectat en
aproximadament el 75% dels casos amb dell7p mutacions en el gen TP53 de l'al-lel no
delecionat. En canvi, mutacions de TP53 sense dell7p només s’observen en un 4.5% de

pacients. La PFS i OS per als pacients amb dell7p i per als pacients amb mutacié de TP53 en
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abséncia de dell7p, sén similars (19.2 mesos vs. 23.3 mesos, 19.2 mesos vs. 30.2 mesos,
respectivament). Per tant, les mutacions de TP53 confereixen mal pronostic, independentment

de la preséncia de del17p®.

Altres alteracions cromosomiques

Arran del desenvolupament de la Hibridacié Genomica Comparada (CGH, de I'angles
comparative genomic hybridization) la qual permet, amb només una hibridacidé, un escanejat
d’alta ressolucié de tot el genoma per detectar alteracions en el nombre de copies de DNA i
dels arrays d'SNP (de I'anglés, single nucleotide polymorphism) d’alta ressolucid, s’"han pogut
detectar noves alteracions cromosomiques associades a I’LLC.

Entre aquestes, trobem la delecié del cromosoma 6q, que es troba aproximadament
en un 6% dels pacients. En general, esta considerada de risc intermedi perqué s’associa a
major limfocitosi amb morfologia atipica, esplenomegalia i elevada expressié de CD38. No s’ha
trobat cap associacié amb I’estat mutacional de les IGHV.%

Altres alteracions descrites amb menor freqiiéncia sén la trisomia 3, 8, 18 0 19. Tot i
que les translocacions balancejades son rares en I'LLC, les translocacions que inclouen els gens
de les Igs sén les més freqilients, observant-se en menys del 5% dels pacients, amb els gens
BCL2, BCL3, BCL11A i c-MYC. Generalment, tenen un impacte pronostic negatiu pel que fa a la

resposta al tractament i a la supervivéncia.®’

2.2.4. Mutacions puntuals

Les técniques de seqienciacid de nova generacid (NGS, de I'anglés next-generation
sequencing) han aportat un coneixement més ampli de la complexitat genetica i
I’heterogeneitat de I'LLC. Com a alternativa a la seqiienciacié massiva del genoma sencer, la
selectiva restriccid de les lectures a les regions codificants mitjangant 'anomenada WES (de
I'anglés, whole-exome sequencing) ha reduit drasticament els costos de la seqlienciacié per
mostra. A més a més la WES ha facilitat la seqlienciacid d’extenses cohorts de malalts el que, al
seu torn, ha permes descriure associacions entre les alteracions genétiques i les
caracteristiques cliniques®.

En LLC, aquests estudis han corroborat alteracions ja conegudes com sén les mutacions
en TP53 i ATM, pero de forma molt important han identificat canvis somatics préviament
desconeguts. Aquestes alteracions somatiques sén presents en components critics en diverses
vies cel-lulars que inclouen reparacié del DNA i control del cicle cel-lular (POT1 i BIRC3),
processament de 'mRNA (XPO1 i SF3B1), senyalitzacié de NOTCH (NOTCH1), vies inflamatories
(MYD88) i modificacié de la cromatina (CHD2) °*%%%.
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NOTCH1

NOTCH1 és una proteina transmembrana clau de la via de senyalitzacié de Notch. El
gen NOTCH1 es troba en el cromosoma 9q34.3, la deleccié de 2 parells de bases en el domini
C-terminal del domini PEST (domini peptidic ric en prolina, acid glutamic, serina i treonina)
déna major estabilitat a la proteina el que condueix a un canvi en els patrons d’expressio dels
seus gens diana. Aquests canvis acaben provocant una activacid de la via de senyalitzacid,
augment de la supervivéncia cel-lular i resisténcia a estimuls proapoptotics®. Mutacions en
NOTCH1 ja havien estat identificades anteriorment en pacients amb leucemia limfoblastica
aguda T. En LLC, la senyalitzacié derivada de Notch esta implicada en la supervivéncia i la
resistencia a l'‘apoptosi de la céllula d’LLC degut a la seva activacid constitutiva.
Aproximadament un 10% dels pacients presenten mutacions de NOTCH1 en el moment del
diagnostic. Aquest percentatge augmenta en els casos de malaltia avancada i sindrome de
Richter. S’ha observat una associacié amb la trisomia 12, mutacions en TP53 i XPO1, I'abséncia
de mutacions de les IGHV i supervivéncia global significativament més curta. Tot i que en un
inici el seu impacte pronostic havia estat considerat indepedent a I'estat mutacional de les

IGHV, estudis recents no ho han pogut confirmar®>*>,

SF3B1

SF3B1, localitzat en el cromosoma 2q33.1, codifica per la subunitat del centre catalitic
del complex de I'spliceosoma. Les seves mutacions es poden localitzar al llarg dels 900 parells
de base de la regié C-terminal provocant una disfuncié en els mecanismes d’splicing de
I'/RNA%. Aquestes mutacions es troben en, aproximadament, un 10% dels pacients amb LLC en
el moment del diagnostic i en un 17% en els casos refractaris al tractament amb fludarabina®’.
S’associen al sexe masculi, estadi clinic avancat, U-CLL i del11q. Les mutacions a nivell de SF3B1
aixi com TP53 tenen un impacte prondstic negatiu, fins i tot en les U-CLL®. Lesions en SF3B1

sembla que s6n mdtuament exclusives amb les mutacions de MYD88, NOTCH1 i TP53%.

BIRC3

BIRC3 es troba localitzat en el cromosoma 11g22. Mutacions en BIRC3 tenen com a
conseqliencia una activacié constitutiva de la via NF-kB (de I'anglés, nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) donat que la proteina codificada inhibeix aquesta
senyalitzacié. Recentment, s’han detectat mutacions en el gen BIRC3 en el 2.5% dels pacients
en el moment del diagnostic i en el 24% en aquells pacients refractaris al tractament amb
fludarabina®. S’associen a estadi clinic avancat, U-CLL i, com hem comentat anteriorment, a
delllg. També s’ha descrit una associacié negativa amb els casos amb mutaciéo de TP53,

NOTCH1 i SF3B1°%®.
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MYD88

Tot i que de forma menys freqlient (2% aproximadament), les mutacions en el gen
MYD88 també han estat detectades en pacients amb LLC gairebé exclusivament en la posicid
L265P que es troba localitzada en el domini d’unid al receptor d’IL-1-TLR (de I'anglés, Toll-like
receptors). La proteina codificada juga un paper clau en la senyalitzacié derivada d’aquests
receptors que participen de forma important en els mecanismes de la resposta immunologica.
Cal destacar que aquesta mutacié sembla trobar-se selectivament en neoplasies de limfocit B,
predominantment en macroglobulinémia de Waldenstrém i limfoma difus de cél-lules grans™.
En I'LLC s’associen a factors biologics de pronostic favorable, com sén la preséncia de
mutacions de les IGHV , una baixa expressié de ZAP-70 i CD38 i la delecié aillada de 13q i
també s’ha observat una associacio a una millor OS tot i que sense valor pronostic

independent en I'estudi multivariant'®®°?.

Evolucid clonal

Estudis genomics recents han evidenciat heterogeneitat genética entre mostres
tumorals d’un mateix individu, és a dir poblacions cel-lulars intratumorals amb diferents
alteracions genétiques. A partir de I’evidéncia d’aquestes subclones tumorals s’ha suggerit que
els tumors probablement es desenvoluparien a través d’'un procés de competicié entre les
diverses subclones de cél-lules tumorals geneticament diferents. L'evolucié clonal seria el
resultat d’aquesta competicid entre les diferents subclones i s’ha demostrat com és una
caracteristica clau de la progressié i recaiguda tumoral.*

En aquest sentit, en I'LLC hi ha pocs estudis que mostrin la freqliéncia, identitat i
I’evolucié de les alteracions genétiques subclonals i el seu impacte en el curs clinic.
Recentment, Landau DA, et al'® van estudiar la heterogeneitat intratumoral a I'LLC mitjancant
la seqiienciacié de I'exoma. Els resultats de I'estudi indiquen que la preséncia de determinades
mutacions, inclls en una petita fraccié de la poblacié tumoral, prediuen un menor temps a la
progressid després del tractament. A més a més, suggereixen que mutacions en determinats
gens com SF3B1 o TP53 estarien presents a nivell subclonal al diagnostic i el tractament
quimioterapic afavoriria la seva expansido durant el curs de la malaltia. D’altra banda,
mutacions a nivell de MYD88, la trisomia 12 i la del13q es trobarien de forma preferentment
clonal, el que suggereix que es tractin d’alteracions inicials en el curs de la malaltia. Amb aixo
van identificar mutacions clonals o “driver mutations” i mutacions subclonals, que

correspondrien, respectivament, a events primaris o secundaris en I’evolucié de la malaltia.
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Taula 5 Principals factors pronostic

Marcadors relacionats Marcadors relacionats amb la malaltia
Categoria
amb el pacient
Edat < 60 anys B.m < 3.5mg/L FISH normal o
CD38 < 30%
Baix risc ECOG 0 Estadi (Rai) 0-1 dell13q
ZAP-70 £ 20%
Dona TK <10 U/L M-CLL
delllq, dell7p
Edat > 60 anys B.m >3.5mg/L U-CLL
CD38 >30%
Alt risc ECOG>0 Estadi (Rai) 2-4 Mutacions en ATM,
ZAP-70 > 20%
Home TK > 10 U/L TP53, SF3B1,

NOTCH1 i/o BIRC
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group, B,m: B, microglobulina, TK: timidina quinasa, M-CLL: de

I'anglés mutated-chronic lymphocytic leukemia, U-CLL: de I'anglés unmutated-chronic lymphocytic

leukemia. Adaptat de Ciccone, M. Cancer Cell, 2014,

2.3. Patogeénesi

2.3.1. Origen cel-lular

L'origen cel-lular de I'LLC és un tema, encara ara, en debat. Les cél-lules d’LLC es
caracteritzen per I'expressié de CD23, CD19 i nivells baixos de CD20, CD79b i Igs de superficie,
un patré d’expressié que no es troba en cap poblacié de limfocits B normal coneguda®.

104 perd més

Inicialment, es pensava que les cél-lules d’LLC derivaven de limfocits B CD5
endavant aquesta hipotesi va ser gliestionada quan es va demostrar que aproximadament la
meitat dels casos d’LLC presentaven mutacions en els gens de les IGHV®, mentre que els
limfocits B CD5 normals rarament en presenten’®.

Donat que es pensava que I'SHM estava restringida als limfocits B que han passat per
la reaccio del GC, es va proposar que aquelles cél-lules d’LLC que presentaven mutacions en els
gens de les IGHV derivaven de limfocits B postgerminals, és a dir, ceél-lules B de memoria post-
GC (Figura 5). Diverses evidencies recolzarien aquesta hipotesi: la primera, aproximadament
un terg dels casos d’LLC amb mutacions en els gens de les IGHV presenten alhora mutacions en
el gen BCL6 (de I'angles, B cell lymphoma 6) que és un dels gens més importants implicats en la
diferenciacié dels limfocits B en el GC'®. La freqiéncia dels casos M-CLL amb mutacions en
BCL6 és aproximadament la mateixa que en els limfocits B post-GC (30%)'%. La segona, un
subgrup d’LLC expressen IgG, indicant que aquests casos haurien patit commutacié de l'isotip,
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per tant derivarien de limfocits B post-GC™ . La tercera, s’ha demostrat clonalitat relacionada

23



INTRODUCCIO

entre els limfocits B IgM*1IgD'CD27" i els limfocits B de memoria que han patit commutacié de
I'isotip, aquest fet demostraria que com a minim una part dels casos M-CLL IgM*IgD" derivarien
de limfocits B post-GC'%,

Pel que fa als casos U-CLL, hi ha evidencies que demostren |'existencia de limfocits B
de memoria sense mutacions en les IGHV. En aquest sentit, molts dels casos d’LLC sense
mutacions en els gens de les IGHV expressen anticossos poli- i autoreactius i mostren un
fenotip activat. Aixo potenciaria la hipotesi que els casos U-CLL derivarien de limfocits B que
haurien estat en contacte amb antigens i adquiririen les caracteristiques de limfocits B de
memoria sense haver passat la reaccié del GC'®. El limfocit B de la zona marginal esplénica
també s’ha proposat com a homoleg de la cél-lula d’LLC tant en els casos amb preséncia com
amb absencia de mutacions en els gens de les IGHV (Figura 5) perque s’ha vist que
comparteixen algunes caracteristiques funcionals: primer, ambdues poden respondre a
I’estimulacié antigénica de forma depenent i independent dels limfocits T; segon, poden
expressar el BCR amb o sense mutacions en els gens de les IGHV i aquest pot ser tant auto-
com polireactiu; i per ultim, en alguns casos sén capagos de proveir de proteccié innata en
front microorganismesm.

Un estudi recent va comparar el perfil d’expressid genica de les cel-lules d’LLC amb
diferents subpoblacions de limfocits B (naif, de la zona marginal esplénica, CD5" madurs amb
commutacio de 'isotip i limfocits B de memoria IgM?) i van observar com tant la M-CLL com la
U-CLL compartien uns perfils d’expressié génica semblants amb els limfocits B CD5" madurs. A
més a més, van identificar dues subpoblacions de limfocits B CD5" madurs, uns que
expressaven CD27 (CD5'/CD27°) i amb mutacions en els gens de les IGHV i uns altres
CD5*/CD27) i sense mutacions en els gens de les IGHV. Aquests post-GC i pre-GC limfocits B

representarien les cél-lules homologues fisiologiques de les M-CLL i U-CLL, respectivament***.
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Figura 5 | Origen de la cél-lula d'LLC. Representacié esquematica del procés de maduracio del limfocit B

en el centre germinal i les possibles cel-lules B normals homologues de la cél-lula d’LLC. BCR: de I'angles

B cell receptor; GC: de I'anglés germinal centre. Adaptacié de Zenz, T. Nat Rev Cancer, 2010™®.

Un altre estudi recent, és el publicat per Kikushige Y, et al'*?

. En aquest estudi van
observar com HSC purificades de pacients diagnosticats d’LLC eren capaces de produir clones
de cel-lules amb fenotip d’LLC i capacitat d’autorenovacié preservada en el receptor
xenogenic. Aquestes HSCs expressaven caracteristicament factors de transcripcid relacionats
amb el desenvolupament limfoide en els estadis inicials com sén IKAROS i E2A, a més a més no
presentaven alteracions en el cariotip. Les cél-lules amb fenotip d’LLC que apareixien en els
ratolins tenien reordenaments oligoclonals dels segments V(D)) diferents a aquells que
presentaven les cel-lules d’LLC d’origen pero mantenien alhora un alt grau d’homologia dels
segments CDR3. Amb tot aixd, van suggerir que les HSCs d’LLC ja tindrien anomalies
genetiques que afavoririen una expansié policlonal de cel-lules d’LLC. Aquestes clones de
cel-lules B serien seleccionades en resposta a una senyalitzacié derivada del BCR -
presumiblement derivada de I'estimulacié antigenica- pel que, en conseqiiencia, hi hauria una
posterior expansié oligoclonal. Finalment, noves anomalies cromosomiques o events
oncogenics jugarien un paper important en la progressio i transformacio cap a I'expansié final

de cél-lules d’LLC monoclonals.
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2.3.2. El microambient

En els darrers anys, nombrosos estudis demostren com la interaccié de les cél-lules
d’LLC amb el microambient tumoral juga un paper essencial en la patogénesi i manteniment de
I'LLC. Microambient tumoral es considera el conjunt de cel-lules no tumorals (cél-lules
estromals, del sistema immunologic i de I'endoteli vascular) i proteines produides per totes
aquestes cel-lules que participen en el desenvolupament i progressié del tumor. Pel que fa a
I'LLC, el moll de 'os i els organs limfoides secundaris sén els principals compartiments tissulars
on les cel-lules d’'LLC troben el microambient tumoral favorable per proliferar. La principal
diferéncia entre tots dos ninxols és que el moll de I'os conté BMSC enmig de cél-lules vasculars
mentres que en els organs limfoides secundaris sén les cel-lules dendritiques fol-liculars
juntament amb els limfocits T les que acompanyen els limfocits B tumorals'®>.

Historicament, I'LLC s’havia considerat una malaltia deguda a un defecte en I'apoptosi
del limfocit B tumoral i la seva conseqiient acumulacié passiva. Aquesta visié es basava en que
més d’'un 98% de les cél-lules d’LLC circulants en SP es troben en les fases GO/G1 del cicle
cel-lular, sovint sobreexpressen proteines antiapoptotiques, com Bcl2 i Mcll i, quan sén
cultivades in vitro, experimenten una apoptosi rapida i espontania .

Fa aproximadament uns 10 anys, Messmer et al'** van avaluar la cinética de les
cél-lules d’LLC a partir d’uns experiments en els que s’utilitzava aigua deuterada (*H,0). Els
pacients ingerien I'aigua deuterada a diari durant 84 dies. El deuteri s’incorporava en el DNA
sintetitzat durant la fase S del cicle cel-lular i mitjancant espectrometria de masses es
determinaven les taxes de “naixement” i mort de les cél-lules. Tot i que s’observa una gran
variabilitat entre pacients, les taxes de “naixements” de cel-lules d’LLC eren del 0.11% al 1.76%
per dia. A més a més, es va veure que aquells pacients amb més d’un 0.35% de naixements per
dia tenien més probabilitat de presentar simptomes relacionats amb la malaltia. Per tant,
aquestes troballes suggerien que I'LLC podria tenir una significativa capacitat proliferativa i que
a més a més, aquesta podria estar relacionada amb |'activitat i progressié de la malaltia.

Estudis posteriors, utilitzant també *H,0, van aportar més informacié sobre aquesta
capacitat proliferativa de les cel-lules d’LLC i la circulacié d’aquestes entre els diferents

I*> van demostrar com la fraccié de

compartiments tissulars. Concretament, Calissano et a
cél-lules d’LLC CD38" proliferava més que la CD38". Préviament ja s’havia observat que les
cél-lules CD38" tenien una major expressié de Ki-67, ZAP-70 i telomerasa comparat amb les
cél-lules CD38™°. En un estudi més recent'"’, el mateix grup va demostrar com aquesta fraccié
proliferant de cel-lules d’LLC tenien, a més a més, un immunofenotip singular: CD5""CXCR4%™

(de I'angles CXC chemokine receptor 4), mentre que les cél-lules no proliferants (o “en repos”)
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expressaven CD5“™CXCR4™E". L’analisi dels GEP de les diferents fraccions va permetre observar
com les cél-lules del compartiment proliferant expressaven gens relacionats amb proliferacio,
activacio i senyalitzacid cel-lular, mentre que les cel-lules “en rep0s” expressaven gens
relacionats amb apoptosi, mort cel-lular i migracié. Aquests estudis, per tant, suggerien
I'existéncia d’una circulacié de les cél-lules d’LLC entre la SP i els diferents compartiments
tissulars: en SP les cel-lules d’LLC entrarien en un estat de senescencia, la sobreexpressio de
CXCR4 promouria la migracié i entrada als compartiments tissulars on trobarien un
microambient tumoral favorable, s’activarien, proliferarien i internalitzarien el CXCR4 (arrel de
la unié amb el seu lligand CXCL12), seria llavors quan, altre cop, serien alliberades cap a la SP
reiniciant el cicle.

En aquests compartiments tissulars el microambient tumoral proveira de senyals de
supervivencia i proliferacié a les cel-lules d’LLC, resultant en la formacié dels anomenats
“centres de proliferaciéd” o “pseudofol-licles”. Histologicament, aquests centres de proliferacié
es veuen com unes zones més pal-lides formades per prolimfocits i paraimmunoblasts enmig
d’un fons més fosc format per limfocits de mida més petita. Les cel-lules d’LLC que es troben
en aquests centres de proliferacié tenen una expressié més elevada de marcadors associats a
proliferacié com sén el Ki-67 i el CD71, co-expressio de survivina i Bcl2 i també una expressio
més elevada de CD20, CD23 i MUM1/IRF-4. La preséncia de més centres de proliferacié i més
grans té importancia clinica perqué identificaria un grup de pacients amb LLC “accelerada”

caracteritzada per un curs clinic més agressiu**®.

2.3.2.1. Les cél-lules estromals del moll de I’os (BMSC)

Com hem explicat anteriorment, les BMSC sén un important component del moll de
I'os que ddna suport al manteniment de les HSC normals®. En I'LLC, les BMSC protegeixen els
limfocits B tumorals de 'apoptosi espontania i induida per drogues'*® i participen en el control
de la migracid i retencié de les cél-lules d’LLC en aquest compartiment®°.

En els organs limfoides secundaris, principalment els ganglis limfatics, s’han observat
altres cel-lules accessories com les cel-lules dendritiques fol-liculars, macrofags i limfocits T. Les
NLC sén cel-lules estromals adherents que es poden originar in vitro a partir de monaocits
CD14+ i que envoltarien i donarien suport a les cél-lules d’LLC**"*?2.

Hi ha diferents vies de senyalitzacié implicades en la interaccié de les BMSC amb les
cél-lules d’LLC. Una d’aquestes és és I'activacid de la senyalitzacié de la via de Notch. Les BMSC

expressen tant els receptors com els lligands de Notch (Figura 6). Aquests receptors son

proteines transmembrana que pateixen una serie de canvis comformacionals i trencaments
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després de la unid al seu lligand. Aquest trencament de la molécula allibera el domini NICD (de
I’anglés, Notch receptor intracellular domain) que es transloca al nucli, s’uneix a la proteina
d’unié al DNA RBPJ, i regula I'expressié de gens diana. Principalment, activen mecanismes
d’antiapoptosi com sén la sobreexpressié del factor de transcripcié c-MYC'?, de les proteines
antiapoptotiques Bfl1 i Bcll-x1 i la supressié de PTEN que induiria I"activacié de la via PI3K/Akt
(de I'anglés, phosphatidylinositol 3-kinase)***.

Un altre mecanisme responsable dels efectes antiapoptotics induits per les BMSC
estaria relacionat amb interaccions bioquimiques entre els dos tipus cel-lulars. Les BMSC sén
capaces de secretar cisteina al medi, la qual sera absorbida per les cél-lules d’LLC que la
utilitzaran per la sintesi de glutatid, necessari per a resistir I'estrés oxidatiu cel-lular. Un
increment en els nivells de glutatié augmenta la supervivencia de les cél-lules tumorals i les
protegeix dels efectes citotoxics prooxidatius de la quimioterapia®®.

Les BMSC expressen un panell de quimioquines (CCL2, CCL4, CCL5, CCL20, CXCL12 i
CXCLS8) i receptors de quimioquines (CCR1, CCR7, CCR9, CXCR4, CXCR5 i CXCR6) que juguen un
paper molt important en la regulacio de la migracid i retencio de les cel-lules hematopoetiques
en el moll de l'os, proveint-les, a més a més, de senyals de creixement i diferenciacio
cel-lular'®. Entre aquests, la unié CXCR4-CXCL12 és un dels principals mecanismes que
provocara la retencié de les cel-lules d’LLC dins el ninxol de BMSC, la seva activacio i la seva

supervivencia'®’.
2.3.2.2. Les quimioquines i els seus receptors

Les quimioquines sén una familia de citoquines que s’encarreguen de dirigir la
circulacid i la localitzacié de les cél-lules hematopoeétiques en els diferents compartiments
tissulars a través de la quimiotaxi. Se’n poden distingir 2 subfamilies segons hi hagi o no un
aminoacid separant els 2 residus de cisteina presents en qualsevol quimioquina, corresponent

128 Les qguimioquines s’uneixen als seus corresponents

aixi a les quimioquines C-X-C o C-C
receptors, unes proteines transmembrana que conduiran senyals d’activacié intracel-lular.
Aquesta activacio induira la formacié del segon missatger inositol trifosfat (IP3) i diacilglicerol
(DAG), resultant en la mobilitzacié citoplasmatica de calci i I'activacié de multiples cascades de
senyalitzacié com sén PI3K/Akt i Ras/MAPK (de I'anglés, mitogen-activated protein-kinase,
també anomenada ERK1/2)"%.

La circulacid dels limfocits entre la SP i els organs limfoides és un procés regulat per

I'expressid diferencial de quimioquines segons el tipus de teixit. Els limfocits circulants

interaccionen de forma transitoria i reversible amb I'endoteli vascular a través de molécules
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d’adhesid (selectines i integrines). Les quimioquines situades a nivell de la superficie de
I’endoteli activen els seus corresponents receptors els quals, al seu torn, engeguen I’activacio
de les integrines. El resultat sera I'arrest, adhesié ferma, i migracié transendotelial cap als
teixits on els gradients de quimioquines conduiran i hi retindran aquestes cel-lules. Hi ha forca
evidencies que aquests mecanismes fisiologics de “reclutament” sén també valids per als
limfocits tumorals com sén les cél-lules d’LLC*®.

Tres dels principals receptors de quimioquines que expressen les cél-lules d’LLC sén el

CXCR4, CXCR5 i CCR7; CCL3 i CCL4, dues de les principals quimioquines (Figura 6).

CXCR4

Com hem mencionat anteriorment, el CXCR4 es troba expressat majoritariament per
les cel-lules d’LLC que circulen per la SP. El seu lligand, la quimioquina CXCL12 es troba
expressada constitutivament per les cél-lules estromals com sén les NLC i les BMSC. La unié
CXCR4-CXCL12 provoca la internalitzacio del receptor per endocitosi i I'activacié de senyals
intracel-lulars que acabaran permetent la quimiotaxi, la migracié a través de I'endoteli, la
polimeritzacio de I'actina, la migracid entre i per sota de les cél-lules estromals i la inhibicid de
I'apoptosi de les cél-lules d’LLC*®.

La resposta a CXCL12 pot estar modulada per altres senyals derivades del
microambient de la cél-lula d’LLC, com soén la senyalitzacié derivada del BCR i I'expressid de
CD38, les quals augmenten la resposta de la cél-lula d’LLC a I'estimulacié del CXCR4'.

L'expressié de ZAP-70 també s’ha relacionat amb un augment de la resposta a CXCL12.
S’ha demostrat que les cel-lules d’LLC que expressen ZAP-70 tenen una major capacitat de

130
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migracio i supervivéncia en resposta a CXCL12™™, i aix0 s’ha traduit in vivo en un increment de

la infiltracid dels limfocits B tumorals al moll de I'os™*.

CXCR5
Les cel-lules d’LLC expressen nivells elevats de CXCR5. El seu lligand, la quimioquina
CXCL13, és constitutivament secretada per les cel-lules estromals dels teixits limfoides
secundaris. L'activacié de CXCR5 indueix també la seva endocitosi, la polimeritzacié de I'actina,

quimiotaxi i una activacioé perllongada de les kinases de les vies PI3K/Akt i MAPK'®.

CCR7
Les quimioquines CCL19 i CCL21 son els lligands del receptor CCR7 i es troben
constitutivament expressades per les cél-lules endotelials, les cél-lules dendritiques fol-liculars i
cél-lules de I'estroma de teixits limfoides secundaris. L'eix CCR7-CCL19/21 esta implicat
sobretot en el desenvolupament i circulacié dels limfocits T, tot i que en menor mesura també

dels limfocits B. Les cél-lules d’LLC expressen nivells intermedis/alts de CCR7 i la seva expressio
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s’ha vist relacionada amb el nombre d’adenopaties. En resposta a la seva estimulacié per
CCL19/21 les ceél-lules d’LLC migren a través de I'endoteli vascular*®.

L‘expressié de CCR7 s’ha vist regulada també per la senyalitzacié derivada del BCR. Un
augment de la senyalitzacié del BCR s’ha relacionat amb un augment d’expressié de CCR7,
predominantment via ERK1/2, incrementant d’aquesta manera la resposta i migracid cap a
CCL21™2. A més a més, s’ha demostrat que I'estimulacié de CCR7 per CCL19/21 indueix major
migracio i polimeritzacié de I'actina en les cél-lules que expressen ZAP-70 que en aquelles que

no I'expressen’®.

=
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Acid hialurdnic

Figura 6 | Principals interaccions moleculars entre les cél-lules d’LLC i el seu microambient.

CCL3iCLL4
Anteriorment anomenades MIP-1a,B (de I'anglés, macrophage inflammatory protein-1
alpha and beta), CCL3 i CCL4 son quimioquines secretades principalment per cél-lules
hematopoétiques implicades en la resposta immunologica adaptativa, com sén: macrofags,

cel-lules dendritiques i limfocits T i B. CCL3 senyalitza a través dels receptors CCR1 i CCR5,
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mentres que CCL4 només a través de CCR5. La seva secrecid per part de les cel-lules d’LLC
induiria la circulacié i retencid de cel-lules accessories, principalment limfocits T, en el
microambient tumoral. D’aquesta manera la cel-lula d’LLC participaria també activament en la
creacidé d’aquest microambient tumoral favorable, induint I'atraccié dels limfocits T els quals
les proveirien de senyals de supervivencia i proliferacio™’.

L’expressié de CCL3/4 per les cél-lules d’LLC és induida per I'estimulacié del BCR i pel
lligand del receptor CD40. A més a més, el co-cultiu de cel-lules d’LLC amb NLC també indueix
la sobreexpressid i augment de secrecid d’aquestes quimioquines per part de les cel-lules

d’LLct”.
2.3.2.3. Molecules d’adhesio

El perfil d’expressié de molécules d’adhesio per part de la cél-lula d’LLC influencia i és
un factor determinant en I’habilitat d’aquestes cél-lules de respondre a quimioquines i
d’interaccionar amb les cél-lules accessories. Aquestes molecules permeten el contacte directe
entre les cellules d’LLC i les estromals, contacte necessari per a mediar els senyals
antiapoptotics provinents de les cél-lules estromals'*®. Les molecules d’adhesié es poden
dividir principalment entre integrines o selectines. Les primeres sén receptors transmembrana
gue funcionen com a ponts d’unié entre cel-lules o entre una cel-lula i la matriu extracel-lular.
A nivell de la cél-lula d’LLC cal destacar I'integrina VLA-4 (de I'anglés, very late antigen-4)"*.
Per una altra banda, les selectines son glicoproteines transmembrana que s’uneixen a polimers
de glicids per tal de facilitar I'adhesié de cél-lules a teixits i resultar en 'activacio d’integrines i
I'alliberament de quimioquines. Aquest seria el cas de la selectina CD62L a nivell de la cel-lula

d’LLC, el lligand més important de la qual és GlyCAM-1 .

VLA-4
La integrina VLA-4 és un heterodimer format per les subunitats: a4, també anomenada
CD49d, i B1 o CD29. Aquest proteina transmembrana participa en I'adhesid dels limfocits a
I’endoteli vascular mitjancant la uniéo a VCAM-1 (de I'angles, vascular cell adhesion protein 1)
durant el proceés de migracid transendotelial des de la circulacié periféerica als teixits

133 Una elevada expressio de VLA-4 s’ha relacionat amb major infiltracié del moll de

limfoides
I'os i pitjor pronostic clinic’**. A més a més, estudis recents han observat com I'expressié de
CD49d és un predictor independent de supervivéncia®®, i que la seva expressié esta associada
a l'expressié de CXCR4, suggerint per tant, un paper coordinat d’ambdues molécules en el

137. L

control de la circulacié de les cel-lules d’LLC cap als teixits limfoides expressio de CD49d es
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pot mesurar per citometria de flux i, donat el seu impacte pronostic, s’esta considerant la seva
inclusid en els panells de rutina d’'immunofenotipatge de I'LLC.

A més a més, també s’ha vist com el complex format per VLA-4 i la selectina CD44
serveix d’ancoratge per la forma activa de la molecula MMP-9 (de I'anglés, matrix
metalloprotease-9) de manera especifica en les céel-lules d’LLC. La unié de MMP-9 amb el
complex VLA-4/CD44 participa en la migracié de les cél-lules d’LLC i en la seva proteccid
enfront ’apoptosi espontania mitjangant 'activacié de la via Lyn/STAT3 i la sobreexpressié de
Mcl-1'%. Estudis recents han demostrat que MMP-9 també indueix quimioresisténcia a

9

drogues com la fludarabina i trioxid d’arsénic®® i que té un paper primordial en facilitar la

migracié de les cél-lules d’LLC cap al moll de I'os i la melsa™®.

CcD62L
CD62L és un membre de la familia de selectines que juga un paper important en la
circulacié i retencié dels limfocits al gangli limfatic. CD62L s’uneix a diversos lligands
involucrats en aquests processos com sén GlyCAM-1 i MadCAM-1, moléecules que es troben a
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I’endoteli vascular™". Nivells elevats de CD62L s’han relacionat amb augment de la capacitat de

425 |a seva inhibicié provoca

migracio cap als ganglis limfatics per part de les cel-lules d’LLC
I’'apoptosi de cél-lules d’LLC, tot indicant que no només intervé en processos de migracio sind

també de supervivencia.

2.3.2.4. Elreceptor CD40

El CD40 és una glicoproteina transmembrana de 45-50kDa que pertany a la familia de
factors de necrosi tumoral (TNF, de I'anglés tumor necrosis factor). Es troba expressada
principalment per cel-lules hematopoetiques, entre aquestes: limfocits B, cel-lules
plasmatiques, progenitors hematopoétics CD34", monodcits i cél-lules dendritiques. Tot i que
també es pot trobar en cél-lules no hematopoétiques com son les cel-lules endotelials,
fibroblastes i cel-lules epitelials. Tot i que la seva expressidé és constitutiva en la major part
d’aquests tipus cel-lulars, també pot ser induida per citoquines com I'IFN-y, IL-1/4 , TNF-a i
GM-CSF'* i la seva funcid principal és la de promoure la supervivéncia i diferenciacié cel-lular.

El lligand del CD40 (CD40L) és un altre membre de la familia de TNFs expressat pels
limfocits T (principalment CD4" perd també s’ha observat en limfocits T CD8*, CD4/CDS8" i
Th0/1/2). ’activacié del limfocit T a través de I'estimulacié del receptor TCR (de I'anglés, T cell
receptor) comporta una elevada expressié de CD40L que pot ser incrementada amb la co-
estimulacié amb CD3 i CD28. Altres inductors de I'expressié de CD40L sén citoquines com les

interleuquines IL-1 i IL-4.
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S’ha observat un elevat nombre d’agregats de limfocits CD3" al voltant de les cél-lules
d’LLC dels centres proliferatius dels ganglis limfatics, tot indicant el paper destacat dels
limfocits T en el microambient tumoral de la cél-lula d’LLC. La unié CD40-CD40L és un dels
principals mecanismes d’interaccio de les cel-lules d’LLC amb aquests limfocits T. Aquesta unio
indueix I'activacid, proliferacio i supervivéncia de la cél-lula d’LLC.

Per una banda, s’ha descrit que I'estimulacié del receptor CD40 pel CD40L indueix un
augment d’expressiéo de marcadors de superficie d’activaci6 com CD54, CD69, CD70, CD80 i
CD95)**.

A més a més, la lligacid del CD40 també protegeix la cél-lula d’LLC de I'apoptosi
espontania i de l'induida per farmacs. Aquesta quimioresisténcia s’associa a un augment de
I’expressid de les proteines antiapoptotiques Bcl2, Mcll i Bcly, (a través de I’activacié de la via
JAK/STAT)', de I'inhibidor de caspases survivina, que es troba expressada de forma especifica
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I

en els centres proliferatius146 i dels factors de transcripcié NF-kB/Rel™’. Per ultim, també s’ha

144,148

descrit una induccioé de la proliferacié en limfocits B normals i en cel-lules d’LLC , tot i que

altres estudis no ho han pogut observar el mateix sense afegir altres factors estimulants, com
les interleuquines IL-2 o IL-10™.

Per aquests motius, tant el CD40L soluble com fibroblastes transfectats amb CD40L
s’han utilitzat en sistemes de cultiu de cél-lules d’LLC per tal de reproduir parcialment in vitro

els senyals provinents del microambient****°%%>1,

2.3.2.5. Toll-like receptors (TLRs)

Els receptors Toll-like (TLR) pertanyen a la familia de receptors PRR (de l'anglés,
pattern recognition receptors), que es corresponen a un cert tipus de receptors primitius que
tenen un paper essencial en la defensa més immediata de I’hoste contra patogens invasors.
Sén glicoproteines de membrana expressades per cel-lules del sistema immunologic innat que
identifiguen PAMPs (de I'angles, pathogen-associated molecular patterns). Les PAMPs son
petites molécules microbianes com és el cas dels lipopolisacarids (LPS) i peptidoglicans
bacterians, fragments d’'RNA de doble cadena (normalment provinents de virus), o CpG
oligodeoxinucleotids (CpG ODN) (petits fragments de DNA de cadena simple molt abundants
en diferents genomes microbians'*?).

Els TLR tenen una regio citoplasmatica anomenada domini TIR (de '"angleés, Toll/IL-IR)
encarregada de la senyalitzacio intracel-lular. El grau d’homologia entre els diferents tipus de

TLR, pel que fa a la seqiiencia d’aminoacids d’aquest domini, és d’'un 20-30%. D’altra banda, el

domini extracel-lular del receptor conté de 19 a 25 copies en tandem del fragment anomenat
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LRR (de I'angleés, leucine-rich repeats) que estara directament implicat en el reconeixement
dels diferents patogens. Malgrat I'elevat grau d’homologia entre els diferents fragments LRR,
diferents tipus de TLR poden arribar a reconeixer lligands estructuralment molt diferents. La
localitzacid cel-lular també canvia segons el tipus de TLR i es correlaciona, d’alguna manera,
amb els perfils moleculars dels seus lligands. Per exemple, els receptors TLR1/2/4 es localitzen
a la membrana cel-lular i sén interioritzats mitjancant fagosomes un cop activats pels seus
lligands, mentre que els receptors TLR3/7/9, que reconeixen estructures relacionades amb els
acids nucleics, no s’expressen a la superficie™.

Pel que fa al TLR9, recentment s’ha observat que es trobaria localitzat en el reticle
endoplasmatic™. Els seus lligands, els CpG ODN sdn internalitzats rapidament per la cél-lula
(limfocit B, T, NK o cél-lules presentadores d’antigen) per un mecanisme que podria incloure la
quinasa PI3K i interaccionen amb el TLR9 present en vesicules endocitiques. Aquesta interaccié
engega una série de senyals d’activacié que s’inicien pel reclutament de la molécula MYD88
(de I'anglés, myeloid differentiation primary response gene 88) cap al domini TIR del TLR9
seguit d’una activacio del complex IRAK-TRAF6 (de I'angles, IL-1 receptor-activated kinase i
tumor-necrosis factor receptor-associated factor 6). L’'activacié d’aquest complex provoca
I’activacio de la quinasa MAPK i del complex IKK (de I'anglés, inhibitor of NF-kB) que culminara
amb la sobreexpressié de factors de la transcripcio com I’'NF-kB i AP1 (de I'anglés, activating

153

protein 1) i la induccié de proliferacid, maduracié i produccié d’anticossos per part del

limfocit B,

El repertori de TLR expressats per les cél-lules d’LLC és altament similar a I'expressat
pels limfocits B normals, en concret pels limfocits B de memoria. L'estimulacié del TLR9 indueix
un fenotip immunogénic en les cel-lules d’LLC definit per I'expressi6 de moléecules
coestimuladores (CD40, CD58, CD80, CD86 i CD54) i citoquines especifiques. Un estudi recent
demostra com, a més, I'estimulacié de la cel-lula d’LLC amb CpG ODN i CD40L simultaniament
provocaria la seva diferenciacié a cél-lules CD20" secretores d’anticossos, patir la CSR i produir
anticossos IgG o IgA poli i autoreactius™>. Perd no només I'estimulacié del TLR9 indueix
I'activacid de les cél-lules d’LLC: també I'estimulacié d’altres TLR com TLR1/2/6 indueix
fosforilacié d’IKK i augment de I'expressié de les molécules d’activacié CD25 i CD86"*.

D’altra banda, s’ha observat que la resposta a I’estimulacié dels TLRs pel fa a expressio
génica, funcid i/o tolerancia podria estar associada amb el BCR. Aquest seria el cas de
I’estimulacié del TLR9 per part dels CpG ODN que induiria proliferacié preferentment en els
casos amb abséncia de mutacions en les IGHV, mentre que en els casos amb mutacions en les

IGHV induiria apoptosi®®**"**. A més a més, aquells casos en qué I'estimulacié per CpG ODN
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induia proliferacié resulta un criteri predictiu de resposta relacionat amb una pitjor PFS, TTT

(de I'angles, time to treatment) i OS™°.

2.3.3. Elreceptor de la cél.lula B (BCR)

Entre els diversos estimuls que la cél-lula d’LLC rep del microambient tumoral,
I'activacié i senyalitzacié del BCR, particularment en els teixits limfoides, és un dels
mecanismes patologics centrals, tot i que el mecanisme exacte d’estimulacié del BCR i la
propia natura de I'antigen estiguin encara per dilucidar'®’.

Com hem dit anteriorment, aquesta la genética d’aquesta Ig té rellevancia clinica, els
pacients que tenen abseéncia de mutacions en els gens de les IGVH tenen pitjor pronostic que

182 Un fet important és que la diversitat en el repertori

aquells amb preséncia de mutacions
d’IGHV en les cél-lules d’LLC és restringida. La distribucié de determinades /IGVH en diferents
clones de ceél-lules d’LLC difereix de les que es troben en limfocits B normals, amb un
increment de la freqiiencia d’/GVH 1-69, IGVH 4-34 i IGVH 3-07. Aquesta varietat restringida
d’IGHV és el que s"anomena estereotipia. Més d’un 20% dels pacients tenen BCR estereotipats
i aproximadament un 1% tenen Igs practicament idéntiques. Aquest fet implicaria que una
fraccié significativa de cel-lules d’LLC hauria estat seleccionada per uns determinats epitops
antigénics en algun punt del seu desenvolupament i/o derivarien de diferents subpoblacions
de limfocits B amb una diversitat limitada de les regions IGH\/*%161162163,164,165,166

Hi ha una major proporcié de casos U-CLL que tenen reordenaments estereotipats dels
segments V, D i J amb una regié CDR3 molts similar entre pacients'®’. En els casos U-CLL el BCR
és freqientment polireactiu a autoantigens derivats de proteines o lipids endogens o exogens
generats per exemple, per estrés oxidatiu'®®. Els casos M-CLL en canvi, mostren BCR oligo- o
monoreactius, és a dir, que la seva unié a antigens és més restrictiva. Els casos de BCRs
estereotipats també és menys freqiient™®.

El paper dels antigens en la patogenesi de I'LLC també es veu recolzat pel fet que la
presencia de BCRs estereotipats pot afectar al pronodstic de la malaltia. Aquest fet s’ha
observat sobretot per un subgrup especific d’/GHV, el IGHV 3-21, que s’ha associat a un curs
clinic agressiu de la malaltia amb independéncia de I'estat mutacional de les IGHV
161,162,163,170,171.

Tant els casos U-CLL com M-CLL sembla que experimenten la unié d’un antigen al BCR
in vivo. Tot i que aixd0 com hem dit, s’ha deduit de I'expressio restringida dels reordenaments
dels gens IGHV i de les seqliencies estereotipiques IG V(D)J, la prova directa de la unio

d’antigen només s’ha demostrat pel fet que les cel-lules d’LLC poden recuperar I'expressio

d’slgM in vitro, després de la consistent internalitzacié d’aquesta in vivo. Es probable que
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I’exposicié in vivo a I'antigen comporti la senyalitzaci6 mediada per la slg aixi com la seva
pérdua d’expressio per endocitosi. Els limfocits B normals que expressen slg poden respondre
a I'antigen tant amb activacié, proliferacié i diferenciacié com amb induccié d’apoptosi. Tant
pels casos U-CLL com M-CLL, la unié de I'antigen al BCR acaba promovent la proliferacié i
supervivencia de la cél-lula d’LLC. Seria en la modulacié diferencial de I'expressio de les Ig el
que probablement contribuiria al diferent comportament clinic d’aquests subgrups. Mentre
que els casos U-CLL sembla que retenen capacitat de senyalitzacid, portant a un increment en
la seva proliferacié i supervivencia, els casos M-CLL estarien “anérgics”, sense aparent resposta
després de la unid a la slgM. La modulacié diferencial de I'expressid de les slgM sembla que
estaria lligada a alteracions en I'estat de glicosilacié de la cadena p. L'endocitosi de I'sigM
provoca una modulacié en la composicié en glicans de la cadena p amb pérdua de la forma
completament glicosilada a expenses de la forma manosilada immadura. Aquesta modulacié
és més evident en els casos U-CLL i podria estar relacionada amb diferents mecanismes

d’interaccié amb el microambient™°.

2.3.3.1. lasenyalitzacié derivada del BCR

La uniod de I'antigen a la slgM indueix I'agregacié del BCR amb altres receptors com el
CD19, el CD40 o el CD5 en determinades regions de la membrana plasmatica riques en
glicolipoproteines anomenades “lipid rafts”. Aquests microdominis compartimentalitzen
processos cel-lulars servint de centres organitzadors per a la unié6 de molécules de
senyalitzacio, canviant la fluidesa de la membrana i facilitant la comunicacié entre les diferents
proteines de membrana®’?.

L’estimulacié de la slgM indueix la fosforilacié dels residus de tirosina dels ITAM (de
I’'anglés, immunoreceptor tyrosine-based activation motif) per part de les quinases Lyn (de
I'anglés, Lck/yes novel tyrosine kinase) i Syk (de I'anglés, spleen tyrosine kinase). Aquesta
fosforilacié indueix el reclutament del “signalosoma”, un complexe de quinases i proteines
mediadores com Lyn, Syk, Btk (de I'anglés, Bruton tyrosine kinase) i Blnk (de I'anglées, B cell
linker protein)*’>.

La propagacid de la senyalitzacié del BCR inclou multiples vies (Figura 7). Un cop es
produeix el reclutament del “signalosoma”, PLCy2 (de I'angles, phospholipase C-gamma) és
fosforilada per Btk i Syk i catalitzara la formacié dels segons missatgers DAG (de I'angles,
diacylglycerol) i IP3 a partir del lipid de membrana PIP2 (de I'anglés, phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate). El DAG és |’activador classic de la proteina kinasa C beta (PKCB), responsable de

I'activacid de la via de les MAPK i del factor de transcripcié, NF-KB. La generacié d’'IP3
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promoura la mobilitzacié del calci localitzat al reticle endoplasmatic aixi com del compartiment
extracel-lular. Aquesta mobilitzacid del calci activa una serie de factors de la transcripcié com
son NFAT (de I'anglés, nuclear factor of activated T cells), NF-kB i Jun, els quals acaben
regulant la resposta immune, la proliferacid i la supervivéncia de la cél-lula®”.

L'activacié del BCR també induira I'activacié de la via de PI3K. Aquesta kinasa és
I’encarregada de fosforilar PIP2 per tal de generar PIP3 que induira el reclutament de Btk i
altres kinases a la membrana plasmatica com Akt. Akt sera I'encarregada de promoure la
supervivencia de la cel-lula mitjangant I'activacié de la via canonica d’NF-KkB, la inhibicié de
proteines proapoptotiques com Bad, I'activacié de proteines antiapoptotiques com Mcl-1 i Bcl-
2 i augmentant I"lacumulacio intranuclear d’NFAT mitjancant la fosforilacié d’GSK3 (de I'anglés,
glycogen synthase kinase 3). L’activacid de la proteina mTOR és també, en part, un efecte de

I'activacié d’Akt que acaba promovent la sintesi de proteines relacionades amb el creixement,

la proliferacid, la supervivéncia i la migracio cel-lular'”.
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Figura 7 | Representacié esquematica de la senyalitzacié derivada del BCR en la cél-lula d’LLC. BCR, B
cell receptor; LYN, Lck/Yes novel tyrosine kinase; ZAP-70, zeta-associated protein 70; SYK, spleen
tyrosine kinase; BLNK, B cell linker protein; BTK, Bruton tyrosine kinase; PLCy2, phospholipase C-gamma;
PIP, phosphatidylinositol; PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase; PDK1, pyruvate dehydrogenase lipoamide
kinase isozyme 1; CDC42, cell division control protein 42 homolog; WASP, Wiskott-Aldrich syndrome
protein; ARP2/3, actin-related proteins 2/3; IP;, inositol-1,4,5-triphosphate; CaM, Calmodulin; CaN,
Calcineurin; NFAT, nuclear factor of activated T cells; DAG, diacylglycerol; PKCPB, protein kinase C beta;
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Ras, rat sarcoma; MEK1/2, mitogen-activated protein kinase kinase 1/2; ERK1/2, mitogen-activated
protein kinase 3/1; AKT, protein kinase B; IKK, inhibitor of kappa B kinase; NF-KB, nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells; GSK3, glycogen synthase kinase 3; MCL1, induced myeloid
leukemia cell differentiation protein; BCL2, B cell lymphoma 2; BCLy,, B cell ymphoma extra-large; BAD,
BCL2-associated death promoter; BIM, BCL2-like protein 11; BAK, BCL2 homologous antagonist/killer;
mTOR, mammalian target of rapamycin; S6K, ribosomal protein S6 kinase; 4E-BP1, 4E-binding protein 1.

A la cél-lula d’LLC el que s’observa és una fosforilaciéd constitutiva dels residus
d’activacié de certes quinases i una resposta variable a I'estimulacié de I'lgM. Entre aquestes
quinases, s’ha observat tant una sobreexpressié de Lyn i Syk com un augment de la seva
activitat. També s’ha observat una activacié aberrant de la via MAPK, especificament de les

174

proteines antiapoptotiques ERK1/2°"". També s’ha observat que tant la proteina kinasa PI3K

175176 praltra banda, la

com Akt es troben constitutivament activades en les cél-lules d’LLC
desregulacid d’NF-kB a nivell de la cellula d’LLC implica una sobreexpressié de gens
antiapoptotics. L'estimulacié in vitro del BCR indueix una variable perd incrementada activitat
d’NF-kB que es correlaciona inversament amb 'apoptosi espontania. A més a més, I'activacié

constitutiva de PI3K i d’Akt també contribueix a la sobreexpressié d’NF-kB*".

2.3.3.2. lLa proteina Syk

Syk és una proteina tirosina-quinasa de 72kDa que conté dos dominis en tandem Src

Homology 2 (SH2) a I'extrem N-terminal, dos dominis d’unid (Interdomini A i B), i un domini

quinasa al seu extrem C-terminal (Figura 8)"2.
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Figura 8 | Representacié esquematica de les estructures moleculars de Syk i ZAP-70. Superposicio de
les estructures de Syk i ZAP-70. A través de la interaccid entre els dominis SH2 i els ITAM fosforilats del
BCR o TCR, s’inicia I'activacié de les dues quinases: Syk i ZAP-70, respectivament. Els residus de tirosina
Tyr348/Tyr352 de la proteina Syk i Tyr315/Tyr319 de la proteina ZAP-70 sén fosforilats fet que
incrementa I'activitat de Syk o ZAP-70 i genera un canvi conformacional que permet I'autofosforilacié de
les tirosines Tyr525/6 o Tyr492/3 localitzades en els dominis quinasa. Posteriorment, tant Syk com ZAP-
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70 s’encarregaran de reclutar-hi altres tirosina quinases i activar-les, engegant aixi la senyalitzacid
. 179
posterior .

La proteina Syk es troba expressada en totes les cel-lules hematopoeétiques. Inicialment
es va pensar que era una quinasa especifica d' aquest tipus cel-lular pero més tard es va
demostrar que també es trobava expressada en altres teixits com fibroblastes, cel-lules

epitelials, hepatocits i cél-lules endotelials*®.

Els mamifers també expressen la proteina
homologa ZAP-70, majoritariament expressada als limfocits T i NK. La via de senyalitzacié de
Syk es va restringir inicialment als immunoreceptors implicats en la resposta immunologica
adaptativa. No obstant, altres estudis revelaren que Syk és també necessaria per a diverses
funcions del sistema immunologic innat i d’altres funcions no immunologiques, com la resorcié
ossia pels osteoclasts'’®. A més a més, estudis posteriors demostraren que la glicoproteina VI,
un receptor de col-lagen expressat per les plaquetes, també senyalitzava mitjancant un
mecanisme semblant i que I'aparicié de petéquies en embrions deficients en Syk era degut a
un paper de Syk més enlla d’aquesta resposta immunologica adaptativa®®'.

En el desenvolupament dels limfocits B, Syk participa en la transicié de les cél-lules pro-
B a cél-lules pre-B. La pérdua de Syk per part de les cel-lules pro-B juntament amb la preséncia
d’altres factors de transformacié contribuiria al desenvolupament de la leucemia aguda
limfoblastica (LAL) pro-B, probablement pel bloqueig dels mecanismes de diferenciacié'®*.

Un cop completats satisfactoriament els reordenaments dels gens de la IgH en el
complexe pre-BCR, Syk participaria en la senyalitzacié de la supervivéncia i proliferacié de les
cel-lules pre-B. En aquest cas, s’ha observat com tant una desregulacié com una activacié
constitutiva de Syk afegits a algun event transformador, podrien provocar la transformacié de
les cél-lules pre-B al desenvolupament d’una LAL pre-B'®. Syk també és requerida per dur a
terme la maduracio de les cél-lules B immadures i la seva transicié per la melsa, perd encara no
s’ha demostrat cap relacié amb la transformacié d’aquestes cél-lules. Finalment, Syk també és
necessaria per a la supervivencia de les cel-lules B madures normals i tumorals com és el cas de
limfomes de limfocit B i LLC.

L'activacié constitutiva de Syk a les cél-lules d’LLC és responsable de la senyalitzacio
derivada del BCR i necessaria per a la senyalitzacié derivada de les cél-lules estromals (com
senyals d’adhesié o migracid) independentment de la senyalitzacié del BCR. S’ha observat un
increment significatiu en I'expressié genica de SYK en les cel-lules d’LLC, essent aquesta

sobreexpressié major en els casos U-CLL™®*

. Mirant de buscar una explicacid a nivell molecular
d’aquest increment en |'expressio genica, fins ara no s’ha evidenciat cap mutacié puntual en

SYK, i calen més estudis per tal de saber si I'increment de la seva expressio a nivell d’'mRNA és
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causat per alguna variant d’SNP (de I’anglées, singles nucleotide polymorphism) o alguna

modificacié a nivell epigenétic'®’.

2.3.3.3. La proteina ZAP-70

Syk i ZAP-70, els dos unics membres de la familia de quinases Syk, son homolegs tant
estructuralment com funcional. Aixi com Syk, ZAP-70 esta formada per dos dominis SH2 i un
domini quinasa a I'extrem carboxi-terminal (Figura 8). A través de l'interdomini A, ZAP-70
s’uneix als segments ITAM fosforilats de les cadenes { del TCR, i a través de I'interdomini B es
connecten els dominis SH2 amb el domini quinasa™®.

ZAP-70 es troba expressada als limfocits T i és ben coneguda la seva participacié en la
senyalitzacié derivada del TCR. Després de I'estimulacié antigenica del TCR, la proteina Lck,
associada al coreceptor CD4, s’aproxima al complexe del TCR i fosforila els segments ITAM del
receptor. A través del contacte amb aquests segments ZAP-70 s’activa i és quan pot ser
fosforilada per Lck (de I'anglés, lymphocyte-specific protein kinase), que activa I'activitat
catalitica de ZAP-70 i la seva autofosforilacid. La seva activacio significara la fosforilacié de LAT
(de I'angles, linker of activated T cells) i SLP-76 (de I'anglés, SH2 domain-containing leukocyte
protein of 76kDa) que promouran el reclutament d’altres moléecules de senyalitzacié que
acabaran provocant I'activacid, proliferacié i diferenciacié de la ceél-lula T*®.

Tot i que tant Syk com ZAP-70 es troben expressades durant el desenvolupament del
limfocit T, Syk es troba altament expressada en els estadis més immadurs (progenitors timics
CD4/CDS8 negatius) i ZAP-70 es troba expressada a partir dels estadis finals del progenitor timic
CD4/CDS8 fins al limfocit T madur. De totes maneres, es pot trobar I'expressié d’ambdues
proteines a la vegada en alguns estadis transicionals.

Com hem comentat a I'apartat 2.2.2.4., les cel-lules d’LLC també poden expressar ZAP-
70. Aproximadament un 50% dels pacients amb LLC tenen una elevada expressié de ZAP-70,

64,130,187

segons les series . De fet, I'expressid de ZAP-70 s’ha demostrat el millor marcador

63,64

substitut de I'estat mutacional de les Igs”™". Una elevada expressié de ZAP-70 es relaciona

amb major probabilitat de progressid i pitjor supervivéncia, i es manté com a marcador

6489 Malgrat el valor pronostic de I'expressié de ZAP-70 en I'LLC, la

pronostic independent
preséncia d’aquest gen considerat de progenie T en les cél-lules d’LLC és considerada ectopica.
A nivell biologic, la seva expressid esta associada a un increment de la senyalitzacié derivada
del BCR™. ZAP-70 es pot unir al BCR i incrementar la fosforilacié i activacié de Syk aixi com
d’altres events posteriors en les diverses vies de senyalitzacié implicades'®®. A més a més, ZAP-

70 promou la senyalitzacié del BCR independentment de la seva activitat quinasa, el que
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suggereix que aquesta proteina podria funcionar com una proteina adaptadora per a facilitar la

senyalitzacié del BCR o bé competir amb algun regulador negatiu de Syk'®

. De totes maneres,
els mecanismes pels quals ZAP-70 incrementa |'activacié de Syk son encara desconeguts.
Sembla ser que facilitaria el reclutament de la quinasa Lyn cap al BCR en els “lipid rafts”, donat
que s’ha vist un augment de la fosforilacié del BCR per Lyn en les cél-lules ZAP-70"%..

A més a més, també s’ha demostrat el seu paper en la migracié de les cel-lules d’LLC
cap als centres proliferatius. Estudis in vitro van demostrar que ZAP-70 promovia I'expressid
de CCR7 després de I'estimulacié del BCR. Aquest augment d’expressiéo de CCR7 es va traduir
en un augment de la migracié cap a la quimioquina CCL21"?. Posteriorment, estudis in vivo van

demostrar que ZAP-70 incrementava també la resposta a I’estimulacié de CXCR4 promovent la

seva senyalitzacié i la infiltracié cel-lular al moll de I'os™*".

2.3.4. La proteina survivina

La survivina, el membre més petit de la familia de les proteines inhibidores de
I'apoptosi (IAPs, de I’anglés inhibitor of apoptosis protein), és una proteina de 16.5kDa

formada per 142 aminoacids que esta codificada pel gen BIRC5 (localitzat a la banda

190

cromosomica 17g257"). La survivina es caracteritza per tenir un domini BIR (de I'anglés,

baculovirus IAP repeat) a I'extrem N-terminal que és essencial per a la seva funcio inhibidora

|195,191

de les caspases, i un domini alfa hélix superenrotllada a I'extrem C-termina a través del

qual s’unira al complexe passatger del cromosoma (CPC), basic per a la formacié de I'aparell

mitotic (Figura 9)*°%.

o
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Figura 9 | Estructura esquematica i funcié de la survivina. La proteina survivina esta formada pel
domini BIR (baculovirus IAP repeat) a I'extrem NH, terminal a partir del qual s’unira a determinades
proteines relacionades amb els mecanismes d’apoptosi com XIAP (X-linked IAP) i SMAC/DIABLO (second
mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low pl), i pel domini a hélix a
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I’extrem COOH, a través del qual exercira la seva funcid en la mitosi. Els residus Ser20, Thr34 i Thr117
poden ser fosforilats per quinases com PKA (protein kinase A), CDK1 (cyclin-dependent kinase 1) i
I’Aurora kinasa B, respectivament.

La seva expressio, estrictament depenent del cicle cel-lular, es restringeix a la mitosi
tot i que en cel-lules tumorals es pot trobar una elevada expressié en la interfase. Es pot trobar
tant en el nucli (formant part de I'aparell mitotic) com en el citoplasma i el mitocondri.
Majoritariament, es pot trobar en teixits embrionaris i fetals i és indetectable en la major part
de teixits madurs, tot i que s’ha observat una baixa expressid en els progenitors
hematopoiétics CD34". En canvi, es troba caracteristicament sobreexpressada en teixits
tumorals, independentment de l'index mitotic, fet que la fa una de les molécules més
especifica de tumor™®.

La survivina té dues funcions principals: inhibicié de I'apoptosi i regulacié de la divisio

cel.lular.

La inhibicio de I'apoptosi
L'apoptosi (o mort cel.lular programada) esta fermament regulada per un equilibri
entre els factors proapoptotics i antiapoptotics. Un dels tipus de molecules que bloquegen

194

I’'apoptosi per unié directa a les caspases son les IAPs™". Les IAPs constitueixen un conjunt de

proteines reguladores amb 9 membres: X-linked IAP, clAP1, clAP2, proteina inhibidora de
I’apoptosi neuronal, melanoma IAP, IAP-like protein 2, livina, apollon, i survivina™®>*?®%’

El paper de la survivina en la inhibicid de I'apoptosi és complexe. Esta regulada tant
per multiples vies de senyalitzacié (que acaben regulant-ne la seva expressié génica) com per
la interaccid proteina-proteina, com per regulacié mitocondrial.

Mentre que molts gens supressors de tumors (APC, TP53, FHIT,...) provoquen el
silenciament del promotor del gen BIRCS5, s’ha observat com determinats oncogens (TCF4—
catenin, STAT3,...) en promouen la seva transcripcid. A nivell post-transcripcional, mTOR regula
I'estabilitat i translacié del pool citosolic dmRNA. La via de senyalitzacié PI3K/Akt ha estat
freqlentment associada a la modulacioé dels nivells de survivina i la quinasa CDK1 (de I'angles,
cyclin dependent kinase 1) promovent-ne la seva estabilitat durant la mitosi i la unid a
xaperones'®.

D’altra banda, la survivina s’associa a la proteina antiapoptotica HBXIP (de I'anglés,
hepatitis B X-interacting protein) per formar un complexe proteic que s’unira a la caspasa 9 i
acabara inhibint els mecanismes mitocondrials d’apoptosi. També s’ha demostrat la seva unié
amb XIAP, resultant amb I'estabilitat i la inhibicid de la degradacié proteasomica d’aquesta

molécula®®,
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De totes maneres, una sobreexpressidé de survivina sembla que provocaria, sobretot,
una inhibicié de I'apoptosi mitocondrial. Primer, seria transportada cap al mitocondri gracies a
la seva associacio amb les xaperones AIP (de I'anglés, aryl hydrocarbon receptor-interacting
protein) o HSP90 (de l'angles, heat shock protein 90). Un cop al mitocondri s’uniria a

199

Smac/DIABLO, una molécula que inhibint XIAP provoca la mort cel-lular=. També s’ha

demostrat la seva unid a la proteina antiapoptotica Bcl2°%.

La regulacié de la divisio cel-lular

La transcripcid de la survivina esta controlada per seqiiencies especifiques de la regio
promotora, augmentant durant la fase G1 i arribant a un pic a les fases G2-M***. Durant la
mitosi, la survivina forma part del CPC que inclou les proteines Aurora quinasa B, INCENP (de
I’anglés, inner centromere protein antigens) i borealina. El CPC juga un paper principal en
aquest procés, esta implicat en la condensacié dels cromosomes, la formacid del fus mitotic, la
regulacié de les interaccions cinetocor-microtubuls per a la correcta aliniacié dels cromosomes
i el correcte desenvolupament de la citoquinesi®®*%.

Recentment, s’ha descrit un subsistema en el procés mitotic que implicaria també la
survivina i la via Ran-GTP (de I'angles, Ras-related nuclear protein). La survivina s’uniria a la
molecula efectora de Ran, anomenada XPO1 (de I'anglés, exportin 1), que regularia la formacio
del cinetocor®®.

A més a més, una fraccid de la survivina mitotica s’uneix directament als microtubuls
polimeritzats. En aquesta localitzacidé la survivina augmenta I'estabilitat dels microtibuls a
través de la supressié de la seva mobilitzacié, la reduccié de la seva nucleacié des dels
centrosomes, l'increment en el contingut de tubulina acetilada i en la resisténcia a la seva

despolimeritzacié®®.

2.3.4.1. Lasurvivina en la Leucémia Limfatica Cronica

En un gran nombre de tumors solids s’ha detectat una elevada expressié de survivina
(entre aquests, esofag, pulmo, ovaris, sistema nervids central, mama, colo-rectal, melanoma,
gastric, etc.). Entre les neoplasies hematologiques, s’ha detectat en limfomes de cel-lules B,
sindrome mielodisplasica (SMD), leucémia mieloide aguda (LMA), leucémia mieloide cronica
(LMC) i en LLC. La seva expressid s’ha relacionat amb la progressié metastasica, la invasié
tumoral, la quimioresisténcia i un pitjor pronostic (Revisat en'®?).
A I'LLC, s’han observat uns nivells d’expressié superiors de les IAPs IAP1 i IAP2 en les

cél-lules d’LLC de SP respecte els limfocits B de donants sans, i a més a més aquests nivells

s’han relacionat amb una menor supervivéncia®®?%. Respecte a la survivina, la seva expressié
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en cel-lules d’LLC de SP és una quiestié controvertida. Fins a data d’avui, només un estudi
demostra uns nivells d’expressid de survivina superiors en cél-lules d’LLC respecte limfocits B

205

de donants sans, i la seva expressié s’ha relacionat amb malaltia progressiva™ . Juntament

205

amb I'expressié d’IAP1 també s’ha associat a un pitjor pronostic™”. On si que s’ha detectat la

seva expressié de forma repetida, en aquest cas a nivell d’mRNA és en el moll de I'os dels

pacients amb LLC*’

, el que suggeriria que la seva expressié podria relacionada amb el
microambient de la cél-lula d’LLC. A partir de talls histologics de ganglis limfatics i moll de I'os
es va poder observar de forma molt interessant com I'expressié de survivina es limitava a les
cel-lules d’LLC residents en els centres proliferatius i que, a més a més, les cél-lules amb
survivina estaven proliferant, d’acord amb la posivitat per Ki-67'*°. Aquestes troballes s’han
confirmat posteriorment, i s’ha relacionat una elevada expressié de survivina en els centres
proliferatius amb un estadi clinic més avancgat i amb adenopaties bulky®®. Per tal d’imitar el
microambient de les cél-lules d’LLC en els organs limfoides, Granziero et al van estimular in
vitro les cél-lules d’LLC amb el Iligand del CD40 que com ja hem explicat anteriorment és un
reconegut estimul provinent dels limfocits T, i van veure com només les cellules d’LLC
estimulades eren capaces d’expressar la survivina, mentres I'expressié d’IAP1, IAP2, XIAP no es
va modificar’®. Aquestes troballes estableixen, per tant, que la survivina juga un paper

important en el conjunt de cél-lules d’LLC proliferants i la seva expressid es pot veure

modulada pels estimuls provinents del microambient.

2.3.4.2. L’antisurvivina (YM155)

El descobriment de I'YM155 o bromur de sepantroni es va donar lloc en els laboratoris

de la companyia farmacéutica Astellas Pharma® al 2007°%. I’

YM155 bloqueja especificament
I'activitat del promotor de BIRC5 amb una ICsy, (de I'anglés, inhibitory concentration) de
0.54nM. Posteriorment, s’ha observat que I'YM155 s’uneix i bloqueja concretament el factor
de transcripcio SP1 (de I'angles, specificity protein 1) i el complexe ILF3-p54/nrb (de I'anglés,
interleukin enhancer-binding factor 3 - p54/nuclear RNA binding protein) que s’associen al
promotor de BIRC5*'%*™,

No obstant, han estat publicats nous estudis que proclamen efectes biologics de
I’'YM155 no relacionats amb la inhibicié de la expressié de la survivina. Entre aquests efectes
s’ha demostrat com I'YM155 redueix tant la transcripcié del gen MCL1 com I'expressié de la
proteina anti-apoptotica Mcll en diversos tipus tumorals com leucémia promielocitica aguda o

212,213,214

mieloma multiple Tot i que el mecanisme exacte pel qual I'YM155 inhibeix

simultaniament la survivina i I'Mcll és desconegut, s’ha suggerit que podria estar relacionat
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amb el bloqueig d’SP1 ja que totes dues el comparteixen per a la seva regulacié
transcripcional. Uns altres efectes biologics de 'YM155 que s’han descrit son la inhibicié de
PI3K, ERK i STAT3 en cél-lules de tumor de prostata, I'activacié de la degradacio proteasomica
de la survivina, XIAP i EGFR (de I'angles, epidermal growth factor receptor) en adenocarcinoma
de pancrees i la inhibicid de I'expressié de securina (molécula que regula la mitosi, I'apoptosi i

21%) " Estudis

pot actuar com a oncogen en segons quins tumors) en glioblastoma (Revisat en
recents també han descrit com I'YM155 podria induir dany en el DNA independentment de la
inhibicié de la survivina. Concretament, demostren una induccié dosi-dependent de I'expressio
de I'histona yH2AX (resultat de I'alliberament de fragments de doble cadena de DNA produits
arrel del seu trencament) sense inhibicié de I'expressié de la survivina en cél-lules de tumor de
prostata®’®; i també en retardaria la seva reparacié després de l'accié de la radiacié o
quimioterapia®’’. Aquests resultats tindrien trascendéncia clinica perqué els agents que
indueixen dany en el DNA promouen I'activacié de p53, per tant, en aquells tumors on p53 no
fos funcional hi hauria resisténcia al tractament amb YM155. En aquest sentit, experiments
amb cél-lules de cancer de prostata demostren, justament el contrari, que 'YM155 suprimeix

209, per tant, si els efectes anti-

I’expressié de survivina de forma independentment de p53
neoplasics de I'YM155 depenen de la funcionalitat de p53 és encara ara una qliestié per
resoldre.

S’ha demostrat activitat antitumoral de 'YM155 en una gran varietat de tumors tant in
vitro com en models animals. Pel que fa a tumors hematologics 'YM155 s’ha testat en

monoterapia en linies cel-lulars i cél-lules primaries de LLA, de limfoma no Hodgkin (LNH)** i

de mieloma mdaltiple (MM)** i en combinacié amb altres farmacs com I'alemtuzumab (o, anti-
CD52) per al tractament de la LLA-T*%, i rituximab amb o sense bendamustina®® per al
tractament del LNH, demostrant-ne la seva eficacia en induir I'apoptosi. Recentment, també
ha estat testada la combinacié de 'YM155 amb l'inhibidor d’STAT3 en cel-lules de limfoma B
difus de cel-lules grans (LBDCG) de tipus ABC (de I'angles, activated B cell). Aquest subtipus de
tumor expressa una elevada activitat d’STAT3 i aquest, al seu torn és un inductor de I'expressio
de BIRC5. La inhibicid simultania d’'STAT3 amb AG490 o STA-21 i de survivina amb I'YM155,
mostraren un efecte sinérgic a I’hora d’induir apoptosi en aquestes cél-lules®®.

L'YM155 també ha estat testat en un gran nombre d’assaigs clinics tant en pacients
amb neoplasies solides com amb tumors hematologics, entre aquests i principalment LBDCG.

I*! van observar com, tot i que I'YM155 era ben tolerat i no induia una toxicitat

Cheson et a
significativa, la seva activitat com a Unic agent terapéutic era molt limitada; és per aix0, que

actualment s’esta duent a terme I’assaig clinic amb la combinacié d’YM155 i rituximab per al
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tractament de LBDCG en recaiguda o refractari (NCT01007292). A dia d’avui, no hi ha cap
assaig clinicamb YM155 en pacients diagnosticats d’LLC.

Un dltim aspecte a considerar respecte I'YM155 és la seva administracié. L'YM155
s’administra per via endovenosa en infusié continua de 168 hores (7 dies) per la seva eficacia
farmacologica temps-dependent i la rapida eliminacié plasmatica. Per tal d’aconseguir una
administracid més convenient, per exemple en bolus setmanal, s’estan avaluant formulacions

liposomals amb éxit**%.

2.4, Tractament

El diagnostic d’LLC no implica necessariament I|'administraci6 de tractament.
Generalment, aquells pacients acabats de diagnosticar amb estadis inicials o intermedis (Rai 0-
2, Binet A-B) s’han de monitoritzar sense rebre tractament fins que hi hagi evidencia de

malaltia activa, progressié o aparicié de simptomes, definit per les guies de la iwCLL*® (Taula 6).

Taula 6 Criteris de malaltia activa per a I'indicacié d’inici de tractament segons la iwcLL*

Fracas medul-lar progressiu manifestat pel desenvolupament o empitjorament de I'anémia i/o

trombopeénia

Esplenomegalia simptomatica, progressiva o massiva (26¢cm per sota del marge costal esquerre)
Adenopaties simptomatiques, progressives o massives (210cm de diametre longitudinal)
Limfocitosi progressiva: increment >50% en 2 mesos o TDL<6 mesos, amb exclusié d’altres causes

Anémia o trombopénia autoimmunes que no responen a tractament immunosupressor

Simptomes constitucionals definits per la presencia de 21 dels simptomes o signes segiients:
= Perdua de pes no justificada <10% en els ultims 6 mesos
= Asténia (ECOG/PS >2)
=  Febre >382C durant més de 2 setmanes sense evidéncia d’infeccié

= Sudoracié nocturna durant més d’1 mes sense evidéncia d’infeccid

La limfocitosi aillada o la hipogammaglobulinemia sense infeccions de repeticid no sén
criteris de tractament. Els pacients que presenten una elevada limfocitosi rarament presenten
simptomes relacionats. De la mateixa manera, fins al moment, no hi ha consens en I'Gs de

marcadors genetics addicionals a I’'hora de definir la indicacio de tractament.
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2.4.1. Tractaments convencionals

El tractament dels pacients amb LLC ha millorat molt durant les ultimes décades, hi ha
hagut una transicié de les terapies basades en un sol agent alquilant als analegs de nucleosids,
a les combinacions amb ambdds agents i, més recentment, a la immunoquimioterapia. Ara bé,
a I'hora d’establir I'estrategia terapéutica del pacients amb LLC s’han de considerar diversos
factors. En primer lloc, I'LLC segueix essent una malaltia incurable amb un curs caracteritzat
per molts anys de tractaments i recaigudes, el que porta a que les estrategies de tractament
han de dissenyar-se a llarg terme, tenint en compte que els pacients probablement
necessitaran diverses linies de tractament. A més a més, aquesta malaltia afecta
majoritariament pacients d’edat avancada el que significa que poden presentar també
malalties concomitants que podrien condicionar una major toxicitat associada al tractament.
Finalment, algunes alteracions biologiques, especialment alteracions de TP53, s’associen a

guimioresisténcia el que condicionara també la nostra actitud terapéutica.
24.1.1. Tractament quimioterapic

Agents citostatics

Durant décades, la monoterapia amb agents alquilants han servit com a tractament de
primera linia de I'LLC, en concret el clorambucil, que ha estat considerat el tractament “Gold
standard” durant molts anys®?®. Fins i tot en I'actualitat, aquesta droga pot ser una opcid
apropiada, especialment en pacients grans amb comorbilitats no candidats a tractaments més
intensius. Els avantatges del clorambucil son la seva baixa toxicitat, baix preu i administracio
via oral. El desavantatge més gran és la seva baixa o inexistent taxa de CRs i alguns efectes
adversos que poden arribar a apareixer si es pren durant molt de temps (citopenies,
mielodisplasia i leucémia aguda secundaria).

Tres analegs de purines s’estan utilitzant actualment per al tractament de I'LLC: la
fludarabina, la pentostatina i la cladribina (2-CdA). La fludarabina és el component més
extensament estudiat dels tres. Com a monoterapia, la fludarabina produeix una més alta taxa
d’'OR (de l'anglés, overall response) que altres tractaments amb agents alquilants i
corticoesteroides. Quan va ser comparada amb altres régims quimioterapics com CHOP
(ciclofosfamida, adriamicina, vincristina i prednisona), CAP (ciclofosfamida, adriamicina i
prednisona) o clorambucil induia més CRs (7-40%) pero no millorava I’OS quan era utilitzada en

monoterapia (Revisat en??*).
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Més recentment, la bendamustina, un altre agent alquilant, va ser comparada amb el
clorambucil en un estudi randomitzat. La bendamustina millorava la taxa de respostes pero

amb una major toxicitat i sense aportar cap millora en '0S*%.

Quimioterapia en combinacio

Amb la finalitat de millorar els resultats de la monoterapia, diversos estudis van
avaluar la combinacié de fludarabina amb altres agents quimioterapics, principalment amb la
ciclofosfamida. Aquesta combinacid va obtenir unes taxes d’OR d’entre el 74% i el 94%,
significativament millors que la fludarabina en monoterapia, amb una PFS d’entre 32-48
mesos, segons I’estudi®®**%*%’.

Tot i aix0, no es va observar millora en I'OS, respecte la fludarabina en monoterapia, és
per aixo que es va estudiar la combinacid de fludarabina i ciclofosfamida afegint mitoxantrone,
una antraquinona amb capacitat d’inhibir la topoisomerasa Il. Tot i que no hi ha un estudi
randomitzat que compari aquesta combinacié amb FC o fludarabina en monoterapia, es va
observar com l'esquema FCM va resultar efectiu tant en pacients en primera linia de

tractament com en aquells recaiguts o refractaris, amb negativitzacié de la MMR??%2292%,

Rituximab
El CD20 és una fosfoproteina de membrana expressada pels limfocits B madurs. La
proteina no té cap lligand natural conegut i la seva funcid és, per ara, desconeguda. Es sospita
que actuaria com a canal de calci de la membrana cel-lular. El rituximab és un anticos
monoclonal (mAb, de I'anglés monoclonal antibody) tipus IgG1 quimeéric que indueix la mort de
les cél-lules d’LLC principalment per les anomenades citotoxicitats cel-lulars dependents
d’anticos i del complement (ADCC, de I'angles antibody-dependent cellular cytotoxicity i CDC,

complement-dependent cytotoxicity) després de la unié al CD20%*"

. Donat que el CD20 és
expressat per la majoria de neoplasies de limfocit B, la introduccid el 1998 de I'anticos
monoclonal anti-CD20, rituximab, va millorar el tractament dels NHL-CD20", incloent I’LLC.

En aquest sentit, el rituximab és menys actiu en monoterapia en I'LLC que en el
limfoma fol:licular, a no ser que s’utilitzin unes dosis molt més elevades®*?*®, En canvi, les

combinacions de rituximab amb quimioterapia han demostrat ser terapies molt eficaces per a

I’'LLC, com es menciona posteriorment.

Alemtuzumab
L'anticos monoclonal anti-CD52, alemtuzumab, esta aprovat per al tractament de

,239

primera linia d’LLC i en pacients refractaris al tractament amb fludarabina’“>”. Un estudi fase llI

va comparar I'alemtuzumab amb el clorambucil en pacients no tractats préviament. Aquest
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estudi va demostrar que el tractament amb alemtuzumab obtenia una taxa superior de OR i

supervivéncia (OR 83% vs. 56%; P<0.001 i CR 24% vs. 2%; P<0.001)>*.

2.4.1.2. Immunoquimioterapia

Les combinacions d’analegs de purines, en general la fludarabina, amb agents
alquilants i anticossos monoclonals han demostrat ser els tractaments que obtenen una major
taxa de respostes i més perllongades. Estudis preclinics van demostrar que I'exposicio de les
cél-lules d’LLC a fludarabina i ciclofosfamida induia una citotoxicitat sinérgica®.
Posteriorment, aquesta sinergia també es va poder demostrar amb la combinacid in vitro de
rituximab i fludarabina®®, fet que va promoure la recerca d’aquesta combinacié en assaigs

clinics.

RFC (rituximab, fludarabina i ciclofosfamida)
Diversos estudis aleatoritzats demostren que aquesta combinacié és I'esquema de

tractament més efica¢c?®’**®

. El grup alemany GCLLSG va comparar I'esquema RFC amb FC,
obtenint una taxa d’OR del 92.8% i 85.4% i de CR del 44.5% i 22.9%, respectivament. La PFS als
2 anys va resultar del 76.6% en el bra¢ RFC vs. 62.3% en brag FC (P<0.01). També van observar
com |'efecte positiu de I'RFC aplicava per a tots els subgrups citogenétics de risc, excepte
aquells pacients amb del17p*’.

Donat que I'LLC sovint es dona en pacients grans amb comorbilitats, un nou esquema
adaptat de I'RFC es va dissenyar per tal d’intentar mantenir I’eficacia per6 amb menor toxicitat
que I'RFC estandard. Aquest régim reduia les dosis dels citostatics (fludarabina 20mg/m? i
ciclofosfamida 150mg/m?) i incrementava la dosi del rituximab (dia 1 cicle 1 a 375mg/m?; dia 1
i 14 dels cicles 2-5 a 500 mg/m?). La taxa de CR va ser del 77% i la taxa d’OR del 100%.
Neutropénia grau 3/4 va estar reportada en només el 13% dels cicles, el que és menys que

I’observada amb I'RFC convencional®®.

RFCM (rituximab, fludarabina, ciclofosfamida i mitoxantrone)
En un altre estudi es va combinar mitoxantrone amb I'FCR. La taxa d’OR, MMR
negativa i CR, MMR positiva i CR, i PR (de I'anglés, partial response) van ser del 93%, 46%, 36%

i 11%, respectiva ment?*°,

PCR (pentostatina, ciclofosfamida i rituximab)
Per tal de disminuir la mielotoxicitat derivada de la fludarabina, es va provar de
substituir-la per la pentostatina. Un estudi randomitzat fase Ill va comparar FCR amb PCR va

observar que no hi havia diferéncies pel que fa a la taxa de respostes i a la supervivéncia entre
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els dos esquemes. A més a més, no es va poder demostrar una menor incidencia d’infeccions a

la branca de PCR**,

BR (bendamustina i rituximab)

La combinacié BR s’ha comparat amb I'esquema RFC pel grup alemany GCLLSG en
I'assaig clinic fase Ill randomitzat CLL10. Segons els resultats provisionals de |’analisi, amb una
mediana de seguiment de 27.9 mesos, I'esquema RFC sembla més efica¢ que el BR com a
primera linia de tractament amb una major taxa de CR i majors PFS i EFS (de I'angles, event-

free survival), tot i presentar més efectes adversos, particularment neutropénia i infeccions®**.

Combinacions amb Alemtuzumab
Dos estudis randomitzats fase Ill han comparat la combinacié d’alemtuzumab amb
fludarabina amb o sense ciclofosfamida. L'assaig clinic dut a terme pel grup francés, va
comparar I'esquema FCA (fludarabina, ciclofosfamida i alemtuzumab) vs. FCR com a primera
linia de tractament, perd es va haver de tancar prematurament per l'elevada toxicitat i

mortalitat relacionada amb el tractament observades amb la branca d’FCA*®. I’

altre assaig
clinic va comparar la combinacié FA (fludarabina, alemtuzumab) amb la fludarabina en
monoterapia tant per a pacients no tractats com per a refractaris o recaiguts. En aquest cas la
supervivencia tant PFS com OS van resultar superiors per a la branca FA (PFS 23.7 vs. 16.5
mesos i OS no aconseguida vs. 52.9 mesos, respectivament). Significament, els pacients en el

grup FA tingueren més infeccions per citomegalovirus (CMV) i mielotoxicitat***.

2.4.2. Nous tractaments

El coneixement dels mecanismes biologics de I'LLC ha crescut considerablement en els
ultims anys, perdo només estem en els inicis de comencar a utilitzar aquests coneixements a
I’'hora de decidir una nova aproximacio terapeutica. De totes maneres, I’'enorme quantitat de
noves terapies que actuen de manera diferent a la classica quimioterapia sén molt

prometedores.

2.4.2.1. Nous anticossos monoclonals

Darrerament, diversos mAbs han estat investigats en assaigs clinics en pacients amb
LLC. Entre aquests els mAbs anti-CD20 sén els més importants, pero altres mAbs dirigits a
limfocits B han estat desenvolupats i investigats en estudis preclinics i assaigs clinics. Aquests

anticossos inclouen anti-CD37, anti-CD19 i anti-CD40 (Taula 7).
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Taula 7 Nous anticossos monoclonals per al tractament de I'LLC

mAb

Ofatumumab (HuMax-
CD20; Azerra, Glaxo
SmithKline)

Obinutuzumab (GA-101,

F. Hoffmann-La Roche)

Veltuzumab (IMMU-106,

Immunomedics, Inc.)

Bl 836826 (Mab 37.1;
Boehringer Ingelheim)
Otlertuzumab (TRU-016;
Emergent BioSolutions

Inc.)

MOR208 (XmAb5574;
MorphoSys AG)

Lumiliximab (Biogen
Idec)

Lucatumumab (HCD122;

Novartis Pharm.)

Dacetuzumab (SGN-40,

Seattle Genetics)

2.4.2.2.

Diana

CD20

CD20

CD20

CD37

CD37

CD19

CD23

CD40

CD40

245

Caracteristiques de I'anticos

Tipus |, 2a generacid, IgG1 huma,
unié a diferents epitops que el
rituximab
CDC més efectiva i menys ADCC,
respecte el rituximab
Tipus Il, 3a generacid, glico-
enginyeria, humanitzat IgG1
ADCC i citotoxicitat directa més
efectives que el rituximab
Tipus |, 2a generacid, humanitzat
IgG1, unid a diferents epitops que
el rituximab
ADCC més efectiva i menys CDC,
major afinitat per FcyRllla i Rllla
IgG1 quimeric, enginyeria-Fc per a
millorar ADCC i afinitat a FcyRllla
Cadena Unica homodimerica
produida per la plataforma de
ADAPTIR™
IgG1 humanitzada amb un
fragment constant Fc dissenyat per
a augmentar I’afinitat a FcyRllla
Quimeric macaco-huma anti-huma

d’alta afinitat

Huma, bloqueja les interaccions

CD40/CD40L

IgG1 humanitzat, agonista parcial

Immunomoduladors

INTRODUCCIO

Aplicacié clinica / Assaigs
clinics
Aprovat el 2009 per I'FDA per a
pacients refractaris a
fludarabina o alemtuzumab
Aprovat el 2010 per 'EMA, amb

indicacio similar

Aprovat el 2013 per I'FDA en
combinacié amb clorambucil en

primera linia

Fase I/1l en pacients
naif/préviament tractats de

+246

neoplasies CD20

Fase | en pacients naif

(NCT01296932)

Fase | en pacients refractaris o

. 247
recaiguts

Fase Il en pacients refractaris o

recaiguts (NCT02005289)

Fase I1/11l en combinacié amb

q s . 248
FCR en primera linia

q . 249
Fase | pacients en recaiguts

Fase | en pacients refractaris o

recaiguts (NCT00283101)

La lenalidomida és un agent immunomodulador analeg de segona generacio de la

talidomida amb propietats antiangiogéniques i un que s’utilitza per al tractament del mieloma
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multiple i sindrome mielodisplasica, i actualment esta essent investigat per al tractament de
I’'LLC. Estudis amb lenalidomida com a Unic agent en pacients amb LLC en recaiguda demostren
una taxa d’OR del 32% al 58% segons |'estudi, observant una caracteristica reaccié “tumor-
flare” (sensacié de tumefaccid en els ganglis limfatics) en el 58% dels pacients**%*",

Experiments amb models animals van permetre observar com el tractament amb
lenalidomida esta associat a I'expansio de cél-lules immunitaries efectores i un increment en
I’ADCC pel rituximab, aquestes observacions van conduir a testar la combinacié d’aquest agent
immunomodulador amb anticossos monoclonals en assaigs clinics. El grup CLL Research
Consortium va realitzar un assaig clinic fase Il per tal d’avaluar I'eficacia i seguretat de la
combinacio lenalidomida i rituximab en pacients no tractats préviament. La toxicitat grau Ill/1V
més freqilient va ser neutropénia (58% dels pacients). El 74% dels pacients va patir “tumor
flare”. La taxa d’OR va ser del 88% incloent 16% de CR i 10% de PR nodul-lars. Amb una
mediana de seguiment de 20 mesos, no es va poder calcular la mediana de PFS. Per tant,
aquesta combinacié semblaria una opcié terapéutica eficac i tolerable®?.

Actualment, també s’esta avaluant [I'eficacia i seguretat del tractament amb
253

lenalidomida en pacients d’alt risc en consolidacié després de la primera linia de tractament

(NCT01556776).

2.4.2.3. Inhibidors de tirosina quinases

Com hem comentat anteriorment, les cel-lules d’LLC reben estimuls antiapoptotics i
proliferatius en el MO i GL. En els Ultims anys, la recerca de nous farmacs s’ha focalitzat en
I'estudi del bloqueig d’aquests senyals provinents del microambient. Alguns dels principals
nous agents que interfereixen amb les interaccions amb el microambient sén els inhibidors de

quinases implicades en la senyalitzacid derivada del BCR com sdn Btk, PI3K i Syk (Figura 10).
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Figura 10 | Representacié esquematica de la senyalitzacié derivada del BCR i principals opcions
terapeéutiques. BCR, B cell receptor; LYN, Lck/Yes novel tyrosine kinase; ZAP-70, zeta-associated protein
70; SYK, spleen tyrosine kinase; BLNK, B cell linker protein; BTK, Bruton tyrosine kinase; PLCy2,
phospholipase C-gamma; PIP, phosphatidylinositol; PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase; PDK1, pyruvate
dehydrogenase lipoamide kinase isozyme 1; CDC42, cell division control protein 42 homolog; WASP,
Wiskott-Aldrich syndrome protein; ARP2/3, actin-related proteins 2/3; IPs, inositol-1,4,5-triphosphate;
CaM, Calmodulin; CaN, Calcineurin; NFAT, nuclear factor of activated T cells; DAG, diacylglycerol; PKCB,
protein kinase C beta; Ras, rat sarcoma; MEK1/2, mitogen-activated protein kinase kinase 1/2; ERK1/2,
mitogen-activated protein kinase 3/1; AKT, protein kinase B; IKK, inhibitor of kappa B kinase; NF-KB,
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; GSK3, glycogen synthase kinase 3; MCL1,
induced myeloid leukemia cell differentiation protein; BCL2, B cell lymphoma 2; BCLy,, B cell lymphoma
extra-large; BAD, BCL2-associated death promoter; BIM, BCL2-like protein 11; BAK, BCL2 homologous
antagonist/killer; mTOR, mammalian target of rapamycin; S6K, ribosomal protein S6 kinase; 4E-BP1, 4E-
binding protein 1.

Dasatinib

El dasatinib és un inhibidor reversible de quinases Src i Abl que va ser dissenyat com a
inhibidor de segona generacidé per al tractament de la leucémia mieloide cronica perque
inhibeix la quinasa quimeérica resultant de la t(9;22)(q34;911.2) BCR-Abl. Experiments in vitro
van demostrar que induia apoptosi en cel-lules d’LLC i que incrementava els efectes apoptotics
de diversos agents com la fludarabina, el clorambucil, el sorafenib, I'inhibidor d’"HSP90 17-
DMAG, la dexametasona o I'inhibidor de Bcl-2, ABT-737 (Revisat en®**). Un estudi fase Il va
estudiar I'eficacia de dasatinib en monoterapia en 15 pacients refractaris o recaiguts. El 60%

d’aquests pacients tenien caracteristiques de mal pronostic que incloien dell7p i delllq. La
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major part de les respostes es van obtenir per reduir el tamany ganglionar més que els
recomptes limfocitaris. 9 pacients van obtenir responses ganglionars, pero només 3 PR. Per
tant, semblaria que el dasatinib és efectiu en la reduccié de la massa tumoral ganglionar pero

menys en els limfocits de SP?*.

Ibrutinib

Btk és una tirosina quinasa intracitoplasmatica de la familia Tec, que és rapidament
activada per Lyn o Syk un cop estimulat el BCR, resultant en I'activacié de la senyalitzacio
d’NFKB, proliferacié i diferenciacié (Figura 10). A més a més, Btk esta implicada en la regulacio
de la migracié i adhesié via CXCR4/CXCR5 i la senyalitzacié derivada d’integrines™”.

L'ibrutinib, també anomenat PCI-32765, és un inhibidor irreversible de la fosforilacid i
activacié de Btk que va ser desenvolupat el 2007. Altres inhibidors de Btk que estan en fase de
desenvolupament clinic sén CC-292 (AVL-292, NCT01351935), ONO-4059 (NCT01659255) i
ACP-196 (NCT02029443).

Experiments in vitro van demostrar que el tractament de cél-lules d’LLC amb ibrutinib
induia mort cel-lular de forma variable i modesta. De fet, I'ibrutinib té poc efecte en la
viabilitat de les cel-lules d’LLC pero en canvi és capag de revertir els efectes protectors del
CD40L, BAFF, TNF-q, IL-6, IL-4%°¢ i de I'estimulacié del BCR**’. Librutinib inhibeix la proliferacié
de les cél-lules d’LLC, la quimiotaxi cap a CXCL12 i CXCL13, I'adhesié mediada per integrines i la

257,258

secrecié de les quimioquines CCL3 i CCL4 per part de la cél-lula d’LLC . L'ibrutinib també

s’ha mostrat eficag en reduir la massa tumoral en models murins d’LLC*®.

Tant en els models murins com en els assaigs clinics, tipicament, els individus tractats
tenen una resposta clinica inesperada després del tractament amb ibrutinib: una rapida (en
uns dies) i sostinguda reduccié de les adenopaties que s’acompanya d’una limfocitosi
transitoria. Aquesta resposta clinica reflexaria un bloqueig en la retencié de les cél-lules d’LLC
en el microambient tumoral per la inhibicié dels mecanismes d’adhesié i migracié mediats per
les integrines i quimioquines com a resultat de I'estimulacié del BCR. L’ibrutinib provocaria la
sortida de les cél-lules d’LLC dels GL i MO, augmentant temporalment el recompte dels
limfocits en SP. Un cop a la SP, les cel-lules d’LLC es trobarien desprotegides de les interaccions
amb el microambient pel que es veurien conduides a I'apoptosi espontania o induida pel
tractament.

Un estudi fase Ib/Il en pacients recaiguts o refractaris amb LLC va demostrar com
I'ibrutinib tenia uns efectes secundaris tolerables predominantment grau 1 o 2,

sorprenentment, la taxa d’OR va ser del 71% i un 20% addicional tenia PR amb limfocitosi. La

resposta va resultar comparable en els diferents grups de risc genomic, incloent els pacients
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amb del17p. Als 26 mesos de seguiment, la PFS era del 75% i I’OS del 83%**°. Posteriorment,
un altre estudi fase Ib/1l va testar I'ibrutinib en primera linia de tractament en pacients majors
de 65 anys. Després d’un seguiment de 22.1 mesos, 21 dels 31 pacients inclosos van
aconseguir una resposta, el 13% CR, un pacient PR ganglionar i el 55% PR. Les taxes de PFS i OS
van ser del 96%°".

Actualment, multiples estudis estan a avaluant I'eficacia de la combinacié de I'ibrutinib
amb altres agents. La combinacié d’ibrutinib amb rituximab ha estat avaluada en un assaig
fase Il en pacients d’alt risc (50% dell7p) i amb resultats molt encoratjadors. La taxa d’OR en
aquells malalts amb dell7p o mutacié de TP53 va ser del 90% (16 RP, 2 RC) i la PFS als 18
mesos va resultar del 72.4%°°’. De fet, aquesta combinaciéd s’esta avaluant en estudis
randomitzats fase lll comparant-la amb I'esquema FCR (NCT02048813) o amb I'esquema BR o
ibrutinib en monoterapia (NCT01886872). L’addicié de l'ibrutinib a 'esquema BR ha estat
testada en un estudi fase Ib en pacients refractaris o recaiguts. Curiosament, la limfocitosi
inicial i transitoria observada després del tractament amb ibrutinio en monoterapia es va
observar només en el 27% dels pacients. Amb una mediana de seguiment de 16 mesos, 'OR va
ser del 93% i un pacient més va aconseguir PR amb limfocitosi. La resposta va resultar
independent de les caracteristiques d’alt risc i la toxicitat va ser tolerable. La PFS estimada als
12 mesos va ser del 90%°%%. Un altre assaig clinic fase Ib/2 esta avaluant I'eficacia i seguretat de
la combinacid ibrutinib i ofatumumab (NCT01217749). Els resultats preliminars indiquen que la
combinacid esta ben tolerada amb una taxa d’OR del 83%°%*. Recentment, han estat publicats
els resultats de I'estudi randomitzat que comparava ibrutinib vs. ofatumumab que demostren
com l'ibrutinib millora significativament tant les respostes com la supervivéncia del pacients

recaiguts o refractaris d’LLC respecte I'ofatumumab en monoterapia®®.

Idelalisib

Les quinases PI3K es subdivideixen en 3 classes. Les de classe | sén p110a, p1108,
p1106 i p110y. Tant la p110a com la p110P estan presents en la majoria de teixits humans, en
canvi les p1106 i p110y es troben preferentment en els leucocits. Mentre els ratolins p110y-/-
mostren alteracions en els limfocits T, els ratolins p1106-/- tenen menys limfocits B madurs i la
seva proliferacié és menor. Donat que els limfocits B per tant, son altament dependents de
I'isoforma p1106 es va considerar que seria una bona diana terapéutica®®. A més a més, a
nivell de I'LLC la via PI3K es troba activada constitutivament i dependent de p1108%’.
Els primers experiments in vitro amb l'inhibidor de PI3K& anomenat GS-1101 o

idelalisib, van mostrar com induia apoptosi en cél-lules primaries d’LLC sense fer-ho en

limfocits T o NK. A més a més, l'idelalisib inhibia la quimiotaxi envers CXCL12 i CXCL13, la
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migracio per sota de les cel-lules estromals, o pseudoemperipolesi, la secrecié de quimioquines
induida per I'estimulaciéo del BCR i inhibia els senyals d’activacié derivats del BCR o dels
receptors de quimioquineszeg.

Un estudi fase | va avaluar I'eficacia de I'idelalisib en pacients recaiguts o refractaris
amb LLC. El 36% dels pacients tenien dell7p. Les toxicitats grau >3 observades més freqiients
van ser pneumonia (20%), febre neutropenica (11%) i diarrea (6%). La taxa d’OR va ser del 72%
amb el 39% amb PR i un 33% amb PR i limfocitosi. La mediana de la PFS va ser de 15.8
mesos>®.

La combinacio d’idelalisib amb rituximab va ser avaluada en un assaig clinic fase Ill on
es va comparar amb rituximab i placebo en pacients recaiguts o refractaris. La combinacio de
I'idelalisib amb rituximab va millorar significativament les taxes de resposta i la supervivéncia
dels pacients respecte el grup control. La mediana de la PFS va ser de 5.5 mesos en el grup
control mentre que no es va assolir en el grup de l'idelalisib (P<0.001)*°. Aixi com les
combinacions d’ibrutinib, les combinacions amb idelalisib també esta essent ampliament
estudiada. Un estudi fase | va comparar I'addicié de l'idelalisib amb bendamustina, BR,
fludarabina, clorambucil o CR (Clorambucil i rituximab). Després d’una mediana de temps de
tractament amb idelalisib de 12.8 mesos la taxa d’OR va ser del 82% amb una taxa de CR del
10%. La taxa d’OR en els malalts amb dell17p o mutacié de TP53 va ser del 68% respecte el 87%

en aquells malalts sense cap alteracié genética. La PFS estimada va ser del 57% als 24 mesos®’™.

Fostamatinib
Com ja hem comentat anteriorment, la proteina Syk pertany a la familia de quinases
no-receptores Syk/ZAP-70, i activa la senyalitzacid derivada del BCR, de receptors de
guimioquines i integrines, el que suggereix que Syk té un paper important en la migracid i
retencio dels limfocits B en els teixits limfoides (Figura 10).
El fostamatinib (R788) és un inhibidor de Syk que s’administra via oral i és rapidament

processat a la seva forma bioactiva anomenada R406%"

. Experiments in vitro van mostrar com
I’R406 inhibia la migracio, la secrecid de quimioquines, la senyalitzacié derivada del BCR i
induia apoptosi en les cel-lules d’LLC revertint els efectes protectors de les cél-lules

estromal S273,267,274,275

. La inhibicié de Syk amb I'R788 també es va investigar en el model
transgenic muri d’LLC, Ep-TCL1, i van observar com I'R788 era capag¢ d’inhibir la senyalitzacié
del BCR in vivo, reduint la proliferacié i la supervivencia de les cél-lules tumorals i incrementant
significativament la supervivencia dels ratolins. L’efecte de I’'R788 va ser selectiu en les cel-lules

tumorals donat que la produccié de limfocits B normals es va mantenir inalterada®’®.
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Clinicament, el fostamatinib ha estat testat en un assaig clinic fase I/ll en pacients
diagnosticats d’LLC entre d’altres sindromes limfoproliferatives B. D’11 pacients amb LLC
tractats amb fostamatinib, 6 van obtenir PR, 2 malaltia estable i 3 van progressar. La PFS va
resultar de 6.4 mesos (interval de confianca del 95%, 2.2-7.1)>’”?’%. No hi ha nous assaigs
clinics en LLC amb aquest farmac, fins ara la recerca s’ha centrat en I'artritis reumatoide.

Altres inhibidor de Syk estan sota desenvolupament preclinic demostrant gran eficacia
en inhibir la senyalitzacié derivada del BCR i induint apoptosi en cél-lules d’LLC*®"27280281 |
GS-9973 o entospletinib, també ha estat testat clinicament en un assaig clinic fase Il en
pacients recaiguts o refractaris amb LLC i LNH-B. Es van incloure 42 pacients amb LLC, 'OR en

aquest subgrup de pacients va ser del 61%, 25 pacients van obtenir PR i cap pacient va assolir

CR, i la mediana de la PFS va ser de 6.4 mesos®?.

2.4.2.4. Inhibidors de BCL-2

BCL-2 és una proteina antiapoptotica clau que inhibeix la via intrinsica mitocondrial de

283,284

I'apoptosi i es troba sobreexpressada a I'LLC . Per aquest motiu, va ser considerada una

adient diana terapeutica en aquesta malaltia. La primera generacié d’inhibidors de BCL-2, com
el navitoclax (ABT-263), tot i que van obtenir una eficacia antileuceémica important els pacients
presentaven greu trombopénia per la inhibicid simultania de la proteina Bcl-XL*®. Més
recentment, s’han desenvolupat nous i més selectius inhibidors de BCL-2, el més important
dels quals és ’ABT-199.

Estudis preclinics mostren com I’ABT-199 és 100 cops més selectiu per a BCL-2 que Bcl-
XL. Aquesta selectivitat és consistent amb els resultats preliminars de I’assaig clinic fase | on es
demostren altes taxes de resposta en pacients refractaris o recaiguts amb LLC sense evidéncia
de trombopénia®®.

Actualment, s’estan duent a terme nombrosos assaigs clinics amb ABT-199 en pacients

286,287

amb LLC, tant en monoterapia ., com en combinacié amb rituximab?®, obinutuzumab®? i

bendamustina i rituximab?®°.

2.4.2.5. CARs

Els CARs (de l'anglés, chimeric antigen receptors) sén proteines de fusié que

291

incorporen un domini de reconeixement a un antigen i un altre d’activacid de cél-lules T~". Les

cel-lules T poden ser geneticament modificades per a expressar CARs i ser transferides als

292,293

pacients . Els CARs dirigits a I'antigen de limfocits B, CD19, sén els que han estat

292,294

investigats més ampliament . Diversos grups, estan realitzant assaigs clinics amb CARs de
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cel-lules T anti-CD19 autodlogues en pacients amb LLC resultats encoratjadors, s’"han observat
unes taxes de CR considerables i sostingudes tot i que el nombre de pacients analitzats és baix

i la durada de seguiment limitada®*>****’.

2.4.3. Eltrasplantament de progenitors hematopoetics

2.4.3.1. Eltrasplantament autoleg de progenitors hematopoétics

Estudis randomitzats avaluant I'eficacia del trasplantament autoleg en front del
tractament immunogquimioterapic van observar com, tot i que el trasplantament oferia una
PFS més llarga, aix0 no es traduia en una major OS. A més a més, la preséncia d’alteracions
genétiques de mal pronodstic com és la del17p mantenien el seu valor pronostic desfavorable
298,299 . \ . /

. Per tant, tot i que el trasplantament autoleg pot oferir respostes més llargues, sembla

no oferir cap benefici en I'OS respecte I'immunoquimioterapia.

2.4.3.2. El trasplantament al-logénic de progenitors hematopoétics

El trasplantament al-logenic de progenitors hematopoeétics (Al-lo-TPH) és considerat el
tractament d’eleccid en els pacients amb LLC d’alt risc que compleixin els seglients criteris:
refractarietat a analegs de purina, recaiguda en menys de 2 anys després d’un tractament de
combinacié amb un analeg de purina i/o del17p o mutacions en TP53°%.

La base teodrica per a I'Us de I'al-lo-TPH és I'activitat “empelt vs. leucémia” (GVL, de
I'anglés graft vs. leukemia). S’ha vist que la preséncia de malaltia de I'empelt contra I'hoste
cronica (GVHD, de I'anglés graft vs. host disease) s’associa a manteniment de la MMR negativa
i menor risc de recaiguda. A més a més, factors de mal pronodstic com U-CLL, dell7p o
mutacions en TP53 i refractarietat al tractament amb fludarabina no afecten adversament a la
PFS i OS després de al-lo-TPH?**". Per tal d’aconseguir I'efecte GVL, majoritariament s’utilitza
I’'acondicionament d’intensitat reduida (TIR) que és molt menys toxic que els tradicionals
régims d’acondicionament mieloablatiu i permet oferir aquest procediment a pacients d’edat
avancada o amb comorbilitats. La mortalitat no relacionada amb la recaiguda després de
I'al-lo-TIR en malalts amb LLC és d’un 15-30% durant els primers 2 anys després del
trasplantament, i principalment és deguda a complicacions de GVHD aguda i cronica. L'impacte
de la GVHD cronica va més enlla de la mortalitat no relacionada amb la recaiguda, és el major

determinant d’afectacié de la qualitat de vida després de I’al-lo-TPH (revisat a >%%).
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La influencia negativa de marcadors de mal pronostic com dell7p o mutacions en TP53
no ha estat validada en estudis randomitzats. De totes maneres, un sistematic metaanalisi
usant el model de Markov va trobar avantatges per a I'al-lo-TPH*®.

Amb I'aparicié dels nous farmacs (preferentment, inhibidors de tirosina quinases) els
criteris tradicionals que defineixen I'LLC d’alt risc poden deixar de ser valids en els propers
anys. Encara no hi ha cap informacié respecte I'impacte potencial de les noves drogues en el
pronostic d’un al-lo-TPH posterior, com tampoc no hi ha informacié validada respecte I'eficacia
a llarg terme d’aquestes noves drogues en els pacients d’alt risc. Fins ara només I’al-lo-TPH s’ha

demostrat una terapia curativa en I'LLC, per tant és necessari sempre contrastar noves

evidencies per tal d’adaptar els algoritmes de maneig de I'LLC al progrés cientific.

2.4.4. La malaltia minima residual (MMR)

L'erradicacid completa de la leucémia és I'objectiu desitjat de tota aproximacio
terapéutica. Noves técniques més sensibles de deteccié de la malaltia, com sén la citometria
de flux multicolor o la RT gPCR (de I'anglés, real time quantitative polymerase chain reaction),
han permes determinar que pacients que havien aconseguit una CR segons les Guies del NCI-
WG (de I'anglées, National Cancer Institute-sponsored Working Group) del 1996, poden tenir en
realitat MMR detectable®.

Amb una sensibilitat d’una cél-lula d’LLC per cada 100.000 leucocits (10°) 'RT qPCR és
generalment considerada la técnica quantitativa més sensible, mentre que amb la citometria
de flux de quatre colors és de 10™. De totes maneres, tant la citometria de flux com I'RT qPCR
van resultar igualment efectives a I’'hora de quantificar 'MMR en pacients tractats amb
rituximab utilitzant com a llindar el valor de 10”3 Amb aquests resultats i donat que la
citometria de flux és una tecnica més ampliament disponible i rapida que I'RT gPCR, es
recomana el seu Us utilitzant protocols estandaritzats per mesurar I'MMR*. D’aquesta
manera, després del tractament la remissidé de la malaltia amb MMR negativa es defineix com
la preséncia de menys d’una cél-lula d’LLC per 10000 leucocits®.

La quantificacio de la MMR després del tractament ha esdevingut un factor predictor

de resposta i de supervivencia clau®*3%3%

. L’analisi de 'MMR en I'assaig clinic randomitzat
GCLLSG CLL8 que comparava els esquemes de tractament FC vs FCR en pacients d’'LLC sense
tractar préviament, va demostrar que uns nivells baixos d’MMR (<10™) mesurats durant i
després del tractament s’associaven a una PFS i OS més llargues. La mediana estimada de la
PFS va resultar de 68.7 vs. 15.4 mesos per un nivells baixos i alts d’MMR (>103),

respectivament (P<0.0001), mentre que la mediana de I’OS va resultar de 48.4 mesos per a uns

nivells alts d’MMR i no es va arribar a assolir en el grup d’MMR<10™ . L'MMR va romandre com
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a factor predictiu de PFS i OS després de I'analisi multivariant que incloia la resposta clinica,
I’'ECOG PS, I'estat mutacional de I'/GHV, la TK i el nombre de cicles de tractament. L’Gnic factor
que juntament amb I’'MMR va romandre predictiu de resposta i supervivencia va ser la
preséncia de del17p*®,

Tot i aix0, I'avaluacié de la MMR en la practica clinica habitual no esta encara ben
establerta. Hi ha encara alguns aspectes per determinar, un d’aquests si la MMR s’ha de
determinar a partir de la SP o del MO, especialment en aquells malalts tractats amb anticossos

224

monoclonals com el rituximab, farmacs més efectius en eliminar la malaltia de SP**". En aquest

P° en malalts tractats amb rituximab,va mostrar com

sentit, I'estudi realitzat per Bottcher et a
I'MMR detectada en sang periférica es correlacionava amb la detectada en moll d’os i no va
observar diferéncies significatives a I’hora de predir la resposta i la supervivéncia dels pacients.

Un altre aspecte per determinar és com els nous tractaments amb inhibidors del BCR
poden canviar el maneig dels pacients d’acord amb 'MMR. Com ja hem comentat, la majoria
de pacients tractats amb antagonistes de la senyalitzacid derivada del BCR assoleixen
remissions duradores perd que no superen les PR, CR s’observen rarament després del
tractament amb aquests agents en monoterapia. Sorprenentment, s’observen remissions
estables fins i tot en aquells pacients que mai acaben de ressoldre la limfocitosi en SP. Aixi
doncs, la durada de la resposta no correlaciona necessariament amb la profunditat de la
resposta després del tractament amb inhibidors de quinases. Aquestes observacions han
portat a replantejar els criteris consensuats per a determinar el pronostic i a ’hora el maneig

d’aquests pacients®**%,
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En els dltims anys s’ha produit un progrés important en el tractament dels pacients
amb LLC sobretot amb I'arribada de la immunoquimioterapia. Desafortunadament, més tard o
més d’hora la malaltia acabara progressant inevitablement en tots els pacients.

Nombroses evidéncies cliniques i bioldgiques reconeixen el paper fonamental que té la
persisténcia de malaltia residual després del tractament en el curs d’aquesta malaltia.

Clinicament, la quantificacié de la malaltia minima residual ha esdevingut un important
factor predictor de resposta i de supervivéncia. Aquells pacients amb persisténcia de malaltia
residual després del tractament presenten una significativa pitjor supervivencia amb
independéncia d’altres factors de risc.

Biologicament, nombrosos estudis demostren que les cel-lules d’LLC que resideixen al
moll de I'os i en els teixits limfoides secundaris reben senyals de supervivencia, proliferacié i
quimioresistencia del microambient, fet que suggeriria que aquest compartiment de cel-lules
d’LLC seria el responsable la persisteéncia de malaltia residual després del tractament.

Una millor caracteritzacio de les cél-lules d’LLC que es troben en els centres
proliferatius pot facilitar el descobriment i I'estudi de noves dianes terapéutiques
especificament expressades en aquest compartiment proliferant i quimioresistent de céel-lules
d’LLC, ajudant finalment a erradicar la malaltia residual.

En aquest sentit, estudis previs demostren I'expressié preferent de la proteina
survivina en les cél-lules d’LLC que es troben en els centres de proliferacié del moll de l'os i
ganglis limfatics, per aixdo vam hipotetitzar que inhibint la seva expressié mitjancant I'inhibidor
de survivina, YM155, podriem tractar especificament les cel-lules d’LLC proliferants i

guimioresistents residents en els centres de proliferacio.
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1. Desenvolupar un sistema de co-cultiu de cél-lules primaries d’LLC en condicions

que recreen el microambient dels centres proliferatius.

Caracteritzar cel-lules primaries d’LLC cultivades in vitro en diferents
condicions que recreen el microambient dels centres proliferatius

Comparar fenotipicament aquestes cél-lules d’LLC cultivades in vitro amb el
compartiment proliferant de cél-lules d’LLC de sang periféerica de pacients
diagnosticats d’LLC

Analitzar la quimioresistencia adquirida de les cel-lules primaries d’LLC en

aquest sistema de co-cultiu

2. Analitzar els efectes de I'antisurvivina (YM155) en les cel-lules d’LLC co-cultivades

en condicions que recreen el microambient dels centres proliferatius

Analitzar els efectes del co-cultiu en I'expressié de survivina

Estudiar I'eficacia de 'YM155 en induccid d’apoptosi i inhibicié de proliferacié
Estudiar els mecanismes biologics citotoxics de I'YM155

Analitzar els efectes citotoxics de 'YM155 en combinacié amb fludarabina i

bendamustina
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Article 1

El co-cultiu de ceél-lules primaries de leucémia limfatica cronica (LLC)
amb cel-lules mesenquimals del moll d'0s, lligand del CD40 i oligonucleotids
promou la proliferacié de cel-lules d'LLC quimioresistents fenotipicament

comparables a aquelles activament proliferants in vivo

La leucemia limfatica cronica (LLC) es caracteritza per I'acumulacié i proliferacio
monoclonal de limfocits B CD5 positius a la sang periférica, ganglis limfatics (GL) i moll de I'os
(MO). ElI microambient dels ganglis limfatics i moll de I'os indueix la proliferacié de cel-lules
d’LLC i les protegeix de I'apoptosi espontania i induida per la quimioterapia, resultant en la
persisténcia de malaltia residual després del tractament.

En aquest estudi vam caracteritzar cél-lules primaries d’LLC cultivades amb cél-lules
estromals del moll de I'os, lligand del receptor CD40 i oligonucleotids (CpG ODN) per tal de
reproduir parcialment in vitro el microambient dels centres proliferatius, i posteriorment vam
comparar les seves caracteristiques fenotipiques amb les cel-lules proliferants d’LLC de sang
periféerica.

Vam observar com aquest sistema de co-cultiu induia proliferacid i quimioresisténcia
en les cel-lules primaries d’LLC. A més a més, aquestes cel-lules d’LLC en co-cultiu adquirien
diverses caracteristiques fenotipiques que resultaren comparables a les de les cél-lules d’LLC
proliferants circulants en sang periferica. Entre aquestes caracteristiques cal destacar la
sobreexpressio de la proteina ZAP-70, el receptor CD38 i les integrines CD49d i CD62L, el que
justificaria un augment de I'activacid, agressivitat i capacitat d’interaccionar amb les cel-lules
de I'entorn per part de les cel-lules d’LLC. D’altra banda, vam observar una disminucié dels
nivells del receptor de quimioquines CXCR4, tot indicant una probable internalitzacié del
receptor en resposta a I'estimulacié de la quimioquina CXCL12 provinent de les cel-lules
estromals del moll de I'os.

Per ultim, aquest sistema de co-cultiu indui una elevada quimioresistencia de les
cél-lules d’LLC al tractament amb farmacs estandard per al tractament dels pacients amb LLC
com sén la fludarabina i la bendamustina.

Per tant, aquest estudi aporta un model per a un sistema de co-cultiu que podria servir
com a base per a l'estudi dels mecanismes biologics de les cél-lules d’LLC proliferants i
quimioresistents, aixi com per al descobriment de noves molécules que potencialment podrien
arribar a ser noves dianes terapéeutiques i per al desenvolupament de nous farmacs dirigits a

aquestes molécules.
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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells residing in the bone marrow (BM) and
in secondary lymphoid tissues receive survival and proliferative signals from the
microenvironment, resulting in persistence of residual disease after treatment. In this
study, we characterized primary CLL cells cultured with BM stromal cells, CD40 ligand
and CpG ODN to partially mimic the microenvironment in the proliferative centers.
This co-culture system induced proliferation and chemoresistance in primary CLL cells.
Importantly, co-cultured primary CLL cells shared many phenotypical features with
circulating proliferative CLL cells, such as upregulation of ZAP-70 and CD38 and higher
CD49d and CD62L expression. This indicates aggressiveness and capability to interact
with surrounding cells, respectively. In addition, levels of CXCR4 were decreased due
to CXCR4 internalization after CXCL12 stimulation by BM stromal cells. We suggest
that this co-culture system can be used to test drugs and their combinations that
target the proliferative and drug resistant CLL cells.

INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL), the most
prevalent B-cell malignancy in adults in Western countries,
is characterized by the expansion of monoclonal mature
B cells expressing CD5 and CD23 in peripheral blood
(PB), secondary lymphoid tissues, and the bone marrow
(BM)[1]. CLL cells had been described to accumulate as a
result of a defective apoptosis, rather than of an increased
proliferation[1]. This hypothesis was mainly based on the
fact that most of the circulating cells are arrested in the G/
G, phase of the cell cycle[2]. However, it was later shown
that a distinct fraction of CLL cells are proliferating, being
the cell birth rate 0.1% to 1% of the CLL clone per day[3].
CLL cells mainly receive proliferative signals in tissue
compartments, such as lymph nodes (LN) and BM, where
CLL cells form aggregates of activated, proliferating cells
called “proliferation centers” or “pseudofollicles”[4].

Within this tissue microenvironment, CLL cells receive
advantageous signals from accessory cells such as T
cells[5], mesenchymal stromal cells[6] and nurse-like
cells[7]. These signals are propagated through diverse
receptors, such as CD40[8], Toll-like receptors (TLR)
[9], CXCR4[10] and the B cell receptor (BCR)[11],
which activate downstream signaling pathways that
ultimately promote proliferation, modulate cell adhesion
and chemotaxis and protect CLL cells from spontaneous
and drug-induced apoptosis. Residual leukemic cells
residing in these protective niches after treatment are
therefore potentially contributing to minimal residual
disease (MRD) persistence and to the disease relapse
virtually observed in all patients after chemotherapy
even after achievement of complete remission[12],[13].
Further characterization of primary CLL cells found in
the proliferative niches can facilitate the discovery and
study of new therapeutic targets specifically expressed by
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this proliferative and chemoresistant subset of CLL cells,
which could ultimately help to eradicate MRD.

With the aim of better defining proliferating primary
CLL cells, we characterized primary CLL cells cultured
ex vivo in conditions mimicking the microenvironment
found in the proliferative centers and compared them to
proliferating subclones of CLL cells found in PB from
patients with active disease, which likely represent cells
that have been stimulated in the proliferation centers while
residing in the LN or BM before becoming quiescent again
in PB [14]. The herein described ex-vivo culture system
induced proliferation of primary CLL cells that shared
physiologic and immunophenotypic characteristics with
those proliferating CLL cells found in vivo, providing
an easily reproducible system for the ex vivo testing of
new drugs specifically targeting this clinically relevant
compartment of CLL cells.

3 Suspension

CBMSC

3 CD40L

8 CpG ODN

R B\ SC+CD40L+CpG ODN

Ki67 (% positive cells)

Proportion of cell-cycle phase (%)

RESULTS

Effects of BMSC, CD40 and CpG ODN in
proliferation, cell cycle and viability of primary
CLL cells

With the aim of partially ex vivo mimicking the
microenvironment found in the proliferative centers,
we cultured primary CLL cells in 5 different culture
conditions: in suspension, co-cultured with the BMSC
cell line UE6E7T-2, with soluble CD40L, with CpG ODN
and with the combination of all elements: BMSC, CD40L
and CpG ODN. Next, we analyzed the effects in terms
of proliferation and survival after 24, 48 and 72 hours of
culture. In this setting, proliferative responses, measured
as increase in expression of Ki-67, were significantly
observed after 48 hours in CLL cells cultured with BMSC,
CD40L and CpG ODN (Figure 1A) (mean % Ki-67
positive cells: 4.41+1.41 cultured with BMSC, CD40L and
CpG ODN vs. 0.4240.10 in suspension, P<0.01) and were
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Figure 1: The co-culture of primary CLL cells with BMSC, CD40L and CpG ODN induces proliferation of CLL cells.
Primary CLL cells were cultured with BMSC, with CD40L, with CpG ODN or with BMSC, CD40L and CpG ODN. Cellular analyses were
performed after 24, 48 and 72 hours of culture. (A) Mean % of Ki-67-positive cells from 8 patients was analyzed by flow cytometry. (B)Cell
cycle distribution was assessed in primary CLL cells from 8 patients by PI staining by FC. (C) Viability was assessed in primary CLL cells
from 8 patients by Annexin V and PI staining (D) MTS assay of co-cultured CLL cells. The mean optical density (OD) values at 490nm +

SEM from triplicates from 4 patients are depicted in the graph.
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Table 1: Ki-67 expression and viability relative to suspension according to clinical and

biological parameters.

Ki-67 expression_ relative to Viability relative to suspension
suspension
Fold N T-test p % N T-test p
change value value
Stage A 11.05+2.42 13 0.430 62.24+11.59 | 12 0.673
B+C 7.23+4.76 5 45.54+4 .44 6
CD38 expression <30% 9.70+2.46 13 0.767 54.814+9.95 14 0.222
>30% 10.75+4.85 5 63.19+10.01 4
ZAP-70 expression <20% 12.13+3.34 10 0.315 53.29+10.56 12 0.325
>20% 7.32+2.34 8 63.44+11.98 6
IGHV status mutated 5.08+3.21 3 0.811 61.08+28.15 2 0.727
unmutated 7.7412.95 10 65.78+13.26 9

even higher after 72 hours when, as we had previously
observed [15], the co-culture with BMSC, CD40L and
CpG ODN induced a Ki-67 expression of 10.71% + 2.51%
vs. 1.18%+0.34% in suspension (P<0.001).Interestingly,
when we analyzed the effect of every stimulus
independently we observed that none of them increased
Ki-67 expression significantly (mean % Ki-67 positive
cells: 1.18+0.34 cultured in suspension vs. 2.52+0.74
cultured with BMSC vs. 1.4140.44 cultured with CD40L
vs. 4.42+1.75 cultured with CpG ODN, P=n.s.).

Furthermore we analyzed the ratio of CLL cells
in G, S and G,/M phases after 72 hours of culture in
the above described different culture conditions. Cell
cycle analysis showed that the addition of CpG ODN to
CLL cells culture induced an entry into S/G,/M phase,
this increasing with the addition of BMSC and CD40L
(Figure 1B) (mean % cells in S phase with CpG ODN
vs. suspension: 7.56+0.89 vs. 2.81+0.38, P<0.001; mean
% cells in S phase with BMSC+CD40L+CpG ODN vs.
suspension: 8.99+1.26 vs. 2.81+£0.38, P<0.001; mean %
cells in G,/M phase with BMSC+CD40L+CpG ODN vs.
suspension: 2.54+1.27 vs. 0.89+0.28, P=n.s.).

Viability assays showed that none of the analyzed
co-culture conditions induced significant changes in
CLL cells viability until 72 hours. At this time point,
both BMSC and CDA40L alone protected primary CLL
cells from spontaneous apoptosis although statistical
significance was not reached (Figure 1C) (mean % of
viable cells in suspension vs. co-cultured with BMSC vs.
with CD40L: 47.95+5.27 vs. 65.05+7.02 vs.53.53+5.95,
P=n.s.). In contrast, the addition of CpG ODN induced
a significant decrease in the percentage of viable cells
which was not restored with the addition of BMSC and
CDA40L (mean % of viable cells in suspension vs. with
CpG ODN: 47.954+5.27 vs. 22.88+4.26, P<0.01; mean
% of viable cells in suspension vs. BMSC+CD40L+CpG
ODN: 47.9545.27 vs. 25.2243.11, P<0.01). Since we
observed the higher proliferation rate concomitant with
the lower percentage of alive cells, especially after 72

hours of culture, we measured metabolic activity using an
MTS-based cell assay. We observed that the results were
comparable to Ki-67 analysis, being the co-culture with
BMSC, CD40L and CpG ODN the condition inducing
the highest degree of proliferation after 72 hours. These
results strongly suggest that the lower percentage of viable
cells simultaneously observed with an increase in Ki-67-
positive cells and metabolic activity is probably caused by
exhaustion of nutrients in the culture media due to a rapid
CLL cell turnover.

Finally, we did not observe any significant
correlation between the induction of proliferation or
survival by the co-culture with BMSC, CD40L and CpG
ODN and clinical stage, CD38, ZAP-70 expression or the
mutational status of IGHV genes (Table 1).

Immunophenotypical differences between resting
and proliferative primary CLL cells from PB

With the aim of comparing primary CLL
cells cultured ex vivo in conditions mimicking the
microenvironment found in the proliferative centers
with proliferating subclones of CLL cells found in PB
from patients with active disease, we initially analyzed
proliferating CLL cells from 40 patients diagnosed
with CLL. For this, we analyzed by FC the differential
expression of CD38, CD49d, CD62L and the chemokine
receptors CXCR4, CXCRS5 and CCR7 in Ki-67 positive vs.
Ki-67 negative CLL cells (Figure 2A). Mean percentage of
Ki-67 expression in CLL samples was 1.40+0.26 (range,
0.05-7.41). Ki-67-positive CLL cells showed higher
expression levels of CD38 (mean MFI of CD38 expression
in Ki-67 positive cells vs. Ki-67 negative cells: 57.46+8.43
vs. 25.41£3.83, P<0.001). The expression levels of
integrin CD49d and selectin CD62L were also higher
in Ki-67 positive CLL cells than in Ki-67 negative cells
(mean MFI of CD49d expression in Ki-67 positive cells
vs. Ki-67 negative cells: 44.92+10.15 vs. 39.53+10.43,
P<0.01; mean MFI of CD62L expression in Ki-67 positive
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cells vs. Ki-67 negative cells: 37.87+10.03 vs. 31.4849.41,
P<0.05) while the expression levels of all the chemokine
receptors analyzed were significantly lower (mean MFI
of CXCR4 expression in Ki-67 positive cells vs. Ki-67
negative cells: 172.3£20.03 vs. 223.2422.35, P<0.001;
mean MFI of CXCRS expression in Ki-67 positive cells
vs. Ki-67 negative cells: 343.4+31.37 vs. 428.7+£38.18,
P<0.001; mean MFI of CCR7 expression in Ki-67 positive
cells vs. Ki-67 negative cells: 110.1£8.07 vs. 149.2+10.65,
P<0.001)(Figure 2A).

The co-culture of primary CLL cells with
BMSC, CD40L and CpG ODN promotes an
immunophenotype comparable to that from
proliferating CLL cells found in PB

As described above, we observed that the co-
culture of primary CLL cells in conditions mimicking
the microenvironment of the proliferative centers
induced the proliferation of CLL cells in terms of Ki-67
expression, MTS-based cell proliferation assay and cell
cycle entry. In order to compare the immunophenotype
of proliferating CLL cells found in vivo with the ex-vivo
stimulated CLL cells, we analyzed the modulation of the
expression of CD38, CD49d, CD62L, CXCR4, CXCRS5
and CCR7 in primary CLL cells after 48 hours of co-
culture as compared to CLL cells in suspension (Figure
2B). Primary CLL cells in co-culture showed an increase
in the expression of CD38, CD49d and CD62L (mean
MEFTI of CD38 expression in co-culture vs. in suspension:
151.9£42.56 vs. 60.16+4.79, P<0.05; mean MFI of CD49d
expression in co-culture vs. in suspension: 202.8+22.8 vs.
184.3+22.48, P<0.05; mean MFI of CD62L expression in
co-culture vs. in suspension: 993.9+123.7 vs. 626.0+£76.49,
P=n.s.). In addition, co-culture of CLL cells induced a
downregulation of the expression level of CXCR4 (mean
MFI of CXCR4 expression in co-culture vs. in suspension:
247.6+41.23 vs. 741.0+160.3, P<0.001) while CXCRS5 and
CCR7 expression levels were not significantly modulated
(mean MFI of CXCRS5 expression in co-culture vs. in
suspension: 1122+121.0 vs. 906.6+94.32, P=n.s.; mean
MEFT of CCR7 expression in co-culture vs. in suspension:
221.4+13.79 vs. 225.0+23.43, P=n.s.).

To determine whether the co-culture of PBMC from
patients with CLL with BMSC, CD40L and TLROL also
stimulated T cells we analyzed the expression of Ki-67,
CD38 and CD69 expression in CD3+ mononucleated cells
(Figure 2C). Taking into account that only samples with
at least 85% of CLL cells were included in our study, we
observed a mean percentage of T cells of 4.02+0.84 at
baseline, which was not significantly altered after 48 hours
in co-culture. However, the co-culture did significantly
increase Ki-67, CD38 and CD69 expression in T cells
(Figure 2C) indicating that T cells were also activated
under these co-culture conditions.

The co-culture of primary CLL cells with BMSC,
CD40L and CpG ODN preferentially increases the
proliferative CXCR4%™CD5"" compartment

We also characterized the proliferative and resting
compartments of CLL cells found in PB using differences
in the expression of CD5 and CXCR4 by FC as previously
defined by Calissano, C et al[16] (Figure 3A). The
percentage of CLL cells falling into each compartment was
similar to the previously observed distribution[16] (Figure
3B) (mean % CLL cells: 4.52+0.82 in CXCR44mCD5brisht
fraction vs. 75.78+2.05 in CXCR4"CD5™ fraction vs.
13.83£1.53 in CXCR4eCD5% fraction, P<0.001). As
expected, the proliferative compartment defined as the
CXCR44mCD5b et fraction was significantly enriched
in Ki-67 positive cells (Figure 3C) (mean % Ki-67
positive cells: 3.28+1.12 in CXCR44mCD5ieh fraction
vs. 2.63£0.85 in CXCR4™CD5™ fraction, P=n.s.; vs.
0.36+0.21 in CXCR4™"CD5%™ fraction, P<0.01). As
we previously reported[15], co-culturing CLL cells for
48 hours induced an increase in the percentage of CLL
cells within the CXCR44mCD5"gtcompartment (Figure
3D) whereas the proportion of CXCR4M™CD5™ and
CXCR4ieCD5%m cells was not significantly affected
(mean % CXCR49mCDS5Yieh cells: 23.16+7.25 in co-
culture vs. 5.67+2.52 in suspension, P<0.05).

The co-culture of primary CLL cells with BMSC,
CD40L and CpG ODN induces ZAP-70 expression

Among the diverse molecular pathways of
crosstalk between CLL cells and their microenvironment,
BCR signaling has been recognized as one of the most
important [17][18]. The expression of the protein tyrosine
kinase ZAP-70 has been associated with increased
BCR signaling in CLL [19] which translated into
increased proliferation and migrative capacity of ZAP-
70 positive subclones, based on in vitro and in vivo data
[20],[21],[22],[23]. Clinically, ZAP-70 expression has
been correlated with IgVH mutational status, disease
progression and survival[24]. Therefore, we hypothesized
that ZAP-70 expression could be wupregulated in
proliferating CLL subclones. In order to test this, we
assessed ZAP-70 expression in CLL cells from PB
according to Ki-67 expression and subsequently in
primary CLL cells co-cultured in proliferative conditions.
Firstly, we observed that the Ki-67 positive fraction
of CLL cells from the PB was significantly enriched in
ZAP-70 positive cells (Figure 4A) (mean % of ZAP-
70 expression: 83.93+£2.40 in Ki-67 positive cells vs.
29.2244.20 in Ki-67 negative cells, P<0.001). We also
determined ZAP-70 expression according to CXCR4 and
CDS5 expression and interestingly, we observed that the
proliferative CXCR44mCD5"i fraction was also enriched
in ZAP-70 positive cells (Figure 4B) (mean % ZAP-70
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Figure 2: The co-culture of primary CLL cells with BMSC, CD40L and CpG ODN promotes an immunophenotype
comparable to that from proliferating CLL cells found in PB. (A) PBMC from 40 patients diagnosed with CLL were used to
analyze by FC the differential expression of CD38, CD49d, CD62L, CXCR4, CXCRS and CCR7 in Ki-67-negative vs. positive CLL cells.
(B) Primary CLL cells from 12 patients were cultured in suspension or in co-culture with BMSC, CD40L and CpG ODN for 48 hours
and the expression ofCD38, CD49d, CD62L, CXCR4, CXCRS and CCR7 were analyzed. (C) PBMC from 10 patients diagnosed with
CLL were cultured in suspension or in co-culture with BMSC, CD40L and CpG ODN for 48 hours and the percentage of T cells and their
expression levels of Ki-67, CD38 and CD69 were analyzed. (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: non significant, paired T-test).
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positive cells: 67.35+3.66 in CXCR44mCD5ieh fraction
vs. 38.714+3.87 in CXCR4™CDS5™ fraction, P<0.001; vs.
19.29+3.04 in CXCR4Ye"CD5%™ fraction, P<0.001). In
order to elucidate if signals from the microenvironment
could directly modulate the expression of ZAP-70, we
cultured primary CLL cells in suspension or co-cultured
with BMSC, CD40L and CpG ODN for 48 hours and
observed that the percentage of ZAP-70 positive cells was
significantly increased (Figure 4C and 4D) (mean % ZAP-
70 positive cells: 61.50+7.33 in co-culture vs. 16.91+4.23
in suspension, P<0.01). This was further confirmed
by western blot, where we also observed ZAP-70 up-
regulation in primary CLL cells co-cultured with BMSC,
CDA40L and CpG ODN for 48 hours. To clarify which of
these stimuli contributed to ZAP-70 up-regulation, we
cultured primary CLL cells with BMSC, CD40L or CpG
ODN separately, and assessed ZAP-70 expression by
western blot. We observed a marked ZAP-70 up-regulation
as a consequence of either CD40 or TLR9 stimulation
alone (Figure 4E).
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Primary CLL cells in co-culture develop marked
chemoresistance to treatment with fludarabine
and bendamustine

The microenvironment found in the proliferative
centers has been shown to provide direct pro-survival
signals and to protect CLL cells from the effect of
chemotherapeutical agents[7],[25]. Consequently, this
proliferative and chemoresistant compartment of CLL
cells has been hypothesized to be potentially responsible
for MRD persistence and disease relapse. In this regard, to
evaluate the role of co-culture on the chemoresistance of
primary CLL cells, we co-cultured primary CLL cells for
48 hours and subsequently treated them with increasing
doses of fludarabine or bendamustine for additional 24
hours. Interestingly, as we previously described[15], the
co-culture of CLL cells in these conditions inhibited at
such extend the capacity of fludarabine to induce apoptosis
that it was not possible to calculate its LD, whereas LD
of fludarabine in CLL cells in suspension was 416uM
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Figure 3: The proliferative CXCR4%"CD5"" compartment of CLL cells is promoted by the co-culture with BMSC,
CD40L and CpG ODN. PBMC from 40 patients diagnosed with CLL were used to analyze the expression of CXCR4 and CD5 by FC.
(A) Representative contour plot of CXCR4 and CDS5 expression by CLL cells from one patient. (B) Mean percentage + SEM of CLL cells
in the three compartments defined by CXCR4 and CDS5 densities are depicted in the graph (**P<0.01, ***P<0.001, one-way ANOVA). (C)
Mean percentage = SEM of Ki-67 expression in the three compartments (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, one-way ANOVA). (C) Primary
CLL cells from 7 patients cultured in suspension or in co-culture with BMSC, CD40L and CpG ODN for 48 hours were used to analyze the
expression of CXCR4 and CDS5. (*P<0.05, two-way ANOVA, Bonferroni’s post-test. Graph shows mean + SEM).
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(95% CI 125.5-1379) (Figure 5A). For CLL cells treated
with bendamustine, LD, of CLL cells in proliferative
conditions was 5.18 times higher than for CLL cells in
suspension (Figure 5B).

To determine the molecular mechanisms related
to this co-culture-induced chemoresistance we analyzed
the expression of the anti-apoptotic proteins Mcl-1 and
Bcl-2, which are up-regulated in CLL cells and provide
them with protection against apoptosis induced by
chemotherapy[26],[27]. After 48 hours of co-culture
only the expression of Mcl-1 was significantly increased
(Figures 5C, 5D and SE), further highlighting its role in
CLL resistance to chemotherapy.
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DISCUSSION

Compelling evidence suggests that the crosstalk
between CLL cells and accessory cells in the BM and/or
lymphoid tissue microenvironments plays a relevant role
in the natural history of CLL by promoting tumoral cell
survival, proliferation and drug resistance (Reviewed in
Burger et al[4]). Therefore, further characterization of the
different cells and stimuli participating in this process is
of great interest in order to define new therapeutic targets
aimed at interfering with this favorable condition. Based
on these considerations, the aim of this study was to
further characterize this proliferative and chemoresistant
CLL compartment by firstly studying the phenotypic
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Figure 4: The co-culture of primary CLL cells with BMSC, CD40L and CpG ODN markedly enhances ZAP-70
expression. (A) PBMC from 40 patients diagnosed with CLL were used to analyze ZAP-70 expression in Ki-67 negative vs. positive
CLL cells (***P<0.001, paired T-test). (B) ZAP-70 expression in CXCR4 and CD5 compartments of CLL cells from PBMC from 40
patients. (**P<0.01, ***P<0.001, one-way ANOVA. Graph shows mean = SEM). (C) Primary CLL cells from 12 patients were cultured
in suspension or in co-culture with BMSC, CD40L and CpG ODN for 48 hours and the expression level of ZAP-70 was analyzed by FC
(**P<0.01, paired T-test). (D) One representative histogram of primary CLL cells from one patient after 48 hours in suspension or in co-
culture. (E) One representative immunoblot analysis of ZAP-70 expression.
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characteristics of proliferating CLL cells found in the
PB of patients. Subsequently, we compared their features
with those found after co-culture in conditions partially
mimicking the microenvironment from the proliferation
centers. This allowed us to describe an easily reproducible
ex vivo system that will facilitate the study of this crucial
CLL cell compartment and consequently, the discovery of
new therapeutic targets.

We co-cultured primary CLL cells with BMSC
since they have been demonstrated to support the
survival of CLL cells from both spontaneous and drug-
induce apoptosis [6],[7],[28],[29]. Moreover, it has
been found that BMSC can activate resting CLL cells to
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increase their expression of CD38, as well as promote
activation of CD71, CD69, CD25 and CD70[30]. Based
on evidences from in vitro experiments with CD40L that
indicate the importance of T cells with regards to CLL
cell proliferation and survival[31],[32],[33][8],[34],[5], we
added soluble CD40L to our co-culture system. Finally, we
used the TLRY agonists CpG ODN to stimulate primary
CLL cells. Toll-like receptors have been described as
potent activators of CLL cell proliferation, cytokine
production and upregulation of costimulatory molecules
involved in B cell-T cell interaction such as CD40,
CD80, CD86, CD54 MHC class I and CD58[35][36]
[37]. Simultaneous stimulation with CD40/CpG ODN has

1.24 o Suspension
1.0 = T * Co-culture
0.81 LD50 suspension 27.48uM
0.64 (95%ClI 7.51-100.6)

LD50 co-culture 142.4uM

Viability (ratio)

0.4
(95%Cl 85.23-238)
0.2
0.0 T T T T ]
0 1 2 3 4 5

log Bendamustine (uM)

** C3BMSC
*x E3CD40L
B CpG ODN
. BMSC+CD40L+CpG ODN

Relative protein to suspension (Fold change)
£
]

Figure 5: Co-cultured CLL cells display a marked chemoresistance to fludarabine and bendamustine treatment. Primary
CLL cells from 7 patients were cultured for 48 hours in suspension or in co-culture with BMSC, CD40L and CpG ODN; subsequently,
increasing doses of fludarabine and bendamustine were added for additional 24 hours. LD50 curves for fludarabine (A) and bendamustine
(B) are plotted on a logarithmic scale. (C) Quantification of Mcl-1 and Bcl-2 expression analyzed by western blot relative to GAPDH. Each
bar represents the mean + SEM from 7 patients (**P<0.01, ***P<0.001, two-way ANOVA, Bonferroni’s post-test). (D) Mcl-1 and Bcl-2
expression relative to primary CLL cells in suspension.Each bar represents the mean + SEM from 7 patients (**P<0.01, two-way ANOVA,
Bonferroni’s post-test). (E) One representative immunoblot analysis of Mcl-1 and Bcl-2 expression.
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been studied previously in CLL cells, observing enhanced
immunogenicity[35] and distinctive proliferation in IGHV
unmutated CLL cells correlating with the development of
drug resistance[36].

In addition, we observed a modulation of the
immunophenotype of CLL cells that was remarkably
comparable to that from proliferating CLL cells found
in PB of patients. These phenotypical changes indicate
that these CLL cells become activated and consequently,
more aggressive as shown by enhanced CD38 and
ZAP-70 expression, and more likely to interact with
other cells as shown by enhanced CD49d and CD62L
expression. Regarding chemokine receptors, we observed
downregulation of CXCR4, CXCRS5 and CCR7 in
proliferating CLL cells from the PB, probably indicating
a recent recirculation from BM or lymphoid tissue. In the
ex vivo co-culture system this was partially reproduced:
CXCR4 expression was downregulated, while CXCRS
and CCR7 expression remained otherwise stable.
This might be explained by the fact that our co-culture
system included BMSC which produce the CXCR4
ligand CXCL12[38], but not MSC from secondary
lymphoid tissues which are the responsible for CXCL13
and CCL19 production, ligands for CXCR5 and CCR7
respectively[39],[40],[41]. Additionally, the co-culture
also resulted in stimulation of T cells from patients with
CLL, which probably contributed to the activation of CLL
cells. Besides its prognostic value, ZAP-70 expression
is linked to activation of CLL cells[19],[22],[42] and
its expression correlates with that of Ki-67 in CLL
patients[21]. ZAP-70 expression has been clinically and
biologically linked to aggressive features in CLL, but
its regulation is still largely unknown; interestingly, we
showed that the proliferative fraction of CLL cells from
the PB was markedly enriched in ZAP-70 positive cells,
and that the herein described co-culture system induced
the expression of ZAP-70 in proliferating cells. Both
CD40 and TLR9 stimulation independently were able to
provoke an increase in the expression of ZAP-70, although
CDA40L alone was not enough to induce proliferation.
Functionally, we observed that this co-culture system
promoted the proliferation of chemoresistant CLL cells,
as shown in fludarabine and bendamustine-treated primary
CLL cells, and that was accompanied by the induction of
the expression of the anti-apoptotic proteins Mcl-1. This
is in line with previous studies using not only stromal
cells [28],[29],[43] but also CD40 [8],[44] and TLR9
[9] stimulation in CLL cells culture systems[15]. In
summary, our findings demonstrate that the co-culture of
CLL cells with BMSC, CD40L and CpG ODN promotes
the proliferation of chemoresistant primary CLL cells
with a phenotype comparable to that from the circulating
proliferative CLL cell. CLL therapy is heading towards
targeted therapies as new and more effective drugs are
emerging. This co-culture system has already been used
for testing the survivin inhibitor YM155 which resulted

specifically active to target the proliferative and drug
resistant CLL cell compartment[15]. Therefore, this study
provides a model for a co-culture system which might
serve as a basis for testing these new drugs, particularly
in combination, to better select the most active treatment
for this disease.

METHODS

Isolation and culture of primary CLL cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
64patients diagnosed with CLL were obtained by Ficoll-
Paque Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, United
Kingdom) density gradient and subsequently criopreserved
until analysis. Only samples with >85% of CLL cells
(CD19'/CD5" cells, as assessed by flow cytometry (FC))
were included in the study. Written informed consent
was obtained from all patients in accordance with the
Declaration of Helsinki and the study was approved by
the local clinical investigation ethical committee.

Cell lines

The UE6GE7T-2 human bone marrow stromal cells
(BMSC) cell line was obtained from Riken Cell Bank
(Ibaraki, Japan). Cells were cultured at 37°C in 5% CO,
atmosphere in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; Gibco, Carbbad, CA, USA) supplemented with
2mM L-glutamine, 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) and 50pg/mL penicillin/streptomycin. The
T cell acute lymphoblastic leukemia cell line Jurkat was
obtained from ATCC and was cultured in RPMI 1640
medium supplemented with 2mM L-glutamine, 10% heat-
inactivated FBS and 50pg/mL penicillin/streptomycin.

Co-culture conditions

BMSC were seeded at a concentration of 1.5x10*
cells/mL in 24-well plates and incubated for 24 hours to
allow cells to adhere. CLL cells were cultured at a ratio
of 100:1 (1.5 x10%cells/mL) on confluent layers of BMSC
in RPMI medium. Cells were stimulated with 1pg/mL
CD40L (Peprotech, London, United Kingdom) and/or
1.5pg/mL CpG ODN (ODN2006; Invivogen, San Diego,
CA, USA) when indicated. CLL cells were harvested by
gently washing off, leaving the adherent stromal cell layer
Intact.

Flow cytometry

Intracellular staining of Ki-67 was performed using
a fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled antibody
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against Ki-67 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) after fixation and permeabilization using the
BD Intrasure kit (Becton Dickinson) following the
manufacturer’s instructions. Surface staining of cells was
performed using the following monoclonal antibodies
conjugated with the indicated fluorochrome: CDI19-
phycoerythrin (PE) and CDS5-allophycocyanine (APC)
(Becton Dickinson). To characterize the phenotype of
proliferative and resting compartments of CLL cells,we
used the following antibodies: CD19-energy coupled
dye (ECD), CDS-phycoerythrincyanine 5.5 (PCS.5)
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA), CD3-PE-cyanine 7
(Cy7), CXCR4-APC, CXCR5-APC, CCR7-APC, CD49d-
APC, CD62L-APC, Ki-67-FITC (Becton Dickinson), and
CD38-PE (EBioscience, San Diego, CA, USA). The rates
of T cell activation and proliferation were analyzed by
determining the expression of Ki-67, CD69 and CD38 in
CD3+ cellsusing the following antibodies: Ki-67-FITC,
CD38-PE (EBioscience), CD5-PC5.5 (Beckman Coulter),
CD3-PE-Cy7 and CD69-APC (Becton Dickinson). Cells
were acquired in a Navios™ cytometer (Beckman Coulter)
and the results were analyzed using the FCS Express 4
software (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA).

Cell proliferation assay

Cell proliferation was measured using the
CellTiter96™ Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, WI, USA) which uses the cellular conversion
of MTS tetrazolium compound into a colored formazan
product. A total of 7.5 x10* CLL cells per well were seeded
in a 96-well plate in 100uL of RPMI and 20uL of MTS.
Plates were incubated for 1 hour at 37°C and absorbance
was measured in a plate reader at 490nm.

Cell cycle analysis

Propidium iodide (PI) was used to determine each
phase of the cell cycle according to the DNA content of
CLL cells. For this, cells were resuspended in ice-cold
70% ethanol and incubated at -20°C for 30 minutes.
Cells were then washed twice with phosphate buffered
saline (PBS) and resuspended in PBS containing 38nM
sodium citrate, 10mg/mL ribonuclease A and 1pg/puL PI.
Cells were finally incubated at 37°C for 30 minutes and
subsequently analyzed by FC.

Western blot analysis

Whole cell protein extracts were prepared from
4.5x10ells using 50uL lysis buffer containing 20mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) pH 7.4, ImM
EDTA, 140mM NaCl, 1% NP-40 supplemented with 2mM
sodium vanadate and protease inhibitor cocktail (Sigma-

Aldrich, San Louis, MO, USA) for 1 hour at 4°C. Protein
concentration was determined using the Bio-Rad protein
assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Equal amounts
of denatured protein were resolved by 10% SDS-PAGE
and transferred to Immobilon-P membranes (Millipore,
Bedford, MA, USA). Membranes were blocked for
1 hour at room temperature (RT) in 5% milk/TBS-T.
Membranes were incubated overnight at 4°C with primary
antibodies against ZAP-70, Mcl-1 and Bcl-2 (Santa Cruz
Biotechnologies, Dallas, TX, USA), and GAPDH (Abcam,
Cambridge, United Kingdom). Immunodetection was
done with the corresponding IgG HRP-linked secondary
antibodies (Dako North America, Glostrup, Denmark),
and the ECL chemiluminescence detection system (GE
Healthcare). Chemiluminescent images were acquired
with the LAS-4000 system (Buckinghamshire, United
Kingdom). Protein expression was subsequently quantified
using the Image J 1.46r software (National Institutes of
Health).

Reagents

Fludarabine and bendamustine (Sigma, St Louis,
MO, USA)were dissolved in DMSO and stored at -20°C.

Assessment of apoptosis

Apoptosis was assessed by analyzing the binding
of annexin V-FITC and the incorporation of PI by FC.
Annexin V/PI double negative cells were considered
viable cells. Staining was performed according to the
manufacturer’s instructions using the annexin V-FITC
apoptosis detection kit (Bender Medsystems, Vienna,
Austria).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean =+ standard
error of the mean (SEM) of at least three independent
experiments. The statistically significant difference
between groups was analyzed using the Mann-Whitney
test or one or two-way ANOVA (¢ test), and P<0.05 was
considered significant. Lethal dose 50 (LD, ) values were
calculated with GraphPad Prism software version 5.0
(San Diego, CA, USA). Analyses were performed using
the biostatistics software package SPSS version 17 (IBM,
Chicago, IL, USA). Results were graphed with GraphPad
Prism software.
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RESULTATS

Article 2

Tractament dirigit al compartiment proliferant i quimioresistent de

Leucémia Limfatica Cronica mitjangant la inhibicié de la proteina survivina

Les cél-lules d’LLC que resideixen en els centres proliferatius del moll de I'os i ganglis
limfatics es troben estimulades constantment per cel-lules accessories com limfocits T i
cél-lules estromals, que els donen senyals de supervivéncia i proliferacié i potencien la
resistencia de les cél-lules d’LLC al tractament quimioterapic.

En aquest estudi, vam dissenyar una estrategia experimental amb I'objectiu de
reproduir el microambient que les cel-lules d’LLC troben en els centres proliferatius per tal de
testar un tractament especificament dirigit a les cel-lules d’LLC proliferants. Per a aix0, vam co-
cultivar cél-lules primaries d’LLC amb cel-lules estromals del moll de l'os i I'estimulacid
simultania dels receptors CD40 i TLR9.

Vam observar com aquest sistema de co-cultiu induia proliferacio, activacié del cicle
cel-lular i una marcada quimioresisténcia al tractament amb fludarabina i bendamustina de les
cél-lules d’LLC. Aquestes cel-lules morfologicament mostraven unes caracteristiques tipiques
de limfocit B activat i expressaven la proteina survivina. La proteina survivina és un membre de
la familia de proteines inhibidores de I'apoptosi que és expressada principalment per les
cél-lules d’LLC dels centres proliferatius.

Per tal de tractar especificament les cel-lules d’LLC proliferants i quimioresistents, vam
estudiar els efectes del tractament amb YM155, un inhibidor de la proteina survivina. | el que
vam observar va ser que I'YM155 suprimia |'expressio induida pel co-cultiu de la survivina, i
aixo va ser suficient per inhibir la proliferacié i induir eficagment I'apoptosi del compartiment
proliferant de cel-lules d’LLC. A més a més, cal subratllar que la sensibilitat al tractament amb
YM155 va resultar independent a I'existéncia de marcadors de mal pronostic, incloent la
deleccié del cromosoma 17p.

Per tant, aquests resultats demostren per primer cop |'eficacia in vitro de 'YM155 en
les cel-lules d’LLC proliferants el que déna suport al desenvolupament clinic d’aquest farmac

en pacients diagnosticats de LLC.
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Targeting the proliferative and chemoresistant compartment
in chronic lymphocytic leukemia by inhibiting survivin protein

N Purroy', P Abrisqueta’, J Carabia', C Carpio', E Calpe', C Palacio’, J Castellvi®, M Crespo'> and F Bosch'?

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) cells located in proliferation centers are constantly stimulated by accessory cells, which provide
them with survival and proliferative signals and mediate chemotherapy resistance. Herein, we designed an experimental strategy
with the aim of mimicking the microenvironment found in the proliferative centers to specifically target actively proliferating CLL
cells. For this, we co-cultured CLL cells and bone marrow stromal cells with concomitant CD40 and Toll-like receptor 9 stimulation.
This co-culture system induced proliferation, cell-cycle entry and marked resistance to treatment with fludarabine and
bendamustine. Proliferating CLL cells clustered together showed a typical morphology of activated B cells and expressed survivin
protein, a member of the inhibitor of apoptosis family that is mainly expressed by CLL cells in the proliferation centers. With the aim
of specifically targeting actively proliferating and chemoresistant CLL cells, we investigated the effects of treatment with YM155, a
small-molecule survivin inhibitor. YM155 treatment suppressed the co-culture-induced survivin expression and that was sufficient
to inhibit proliferation and effectively induce apoptosis particularly in the proliferative subset of CLL cells. Interestingly, sensitivity to
YM155 was independent from common prognostic markers, including 17p13.1 deletion. Altogether, these findings provide a

rationale for clinical development of YM155 in CLL.

Leukemia advance online publication, 25 April 2014; doi:10.1038/leu.2014.96

INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL), the most common type of
leukemia in western countries, is characterized by the accumulation
and proliferation of monoclonal CD5 + mature B cells in peripheral
blood, lymph nodes and bone marrow.' Despite that CLL has been
historically considered as a non-proliferative disease,” the relevance
of proliferation in the pathogenesis and natural history of this
disease is currently highlighted by several recent studies.® CLL cells
receive the strongest proliferative signals in the so-called
‘pseudofollicles’ found in lymphoid organs;* moreover, a higher
degree of proliferation is related to a more aggressive clinical
behavior3® CLL cells are dependent on different survival and
proliferative signals from the microenvironment, which is mainly
evidenced by the rapid apoptosis that they undergo ex vivo. In vivo,
CLL cells are nurtured by different accessory cells such as
monocyte-derived nurse-like cells,® follicular dendritic cells,” bone
marrow stromal cells (BMSCs)® and T lymphocytes®™'" BMSCs are
known to support proliferation and to attract and protect CLL cells
from spontaneous and chemotherapy-induced apoptosis.'® These
proliferative and chemoresistant CLL cells are probably accounting
for the minimal residual disease persistence,®'® which is related to
shorter progression-free and overall survival,'"® and for relapses
observed in all patients after treatment, except in some patients
that undergo allogeneic stem cell transplant. CLL cells in the
proliferation centers are also stimulated by T cells through the CD40
receptor,'®'> which gives strong anti-apoptotic signals and can also
mediate chemotherapy resistance.'®'® However, CD40 stimulation
does not induce a significant proliferation.'® Concerning
proliferative stimuli, previous reports showed that stimulating the
Toll-like receptor 9 with CpG oligodeoxynucleotides (CpG ODN)

induces proliferation, cgtokine production and an immunogenic
phenotype in CLL cells;***" moreover, its role in chemoresistance by
upregulating LTA/TNF-B, NOL3 and CD40 genes has been recently
proved.*

Survivin protein is a member of the inhibitor of apoptosis protein
family*® that is sharply differentially expressed in many cancer cells
compared with their normal counterparts.?*2® In CLL, survivin is
mainly expressed by actively proliferating cells located in the
proliferation centers.>?’?® In addition, survivin expression in
peripheral blood of patients with CLL has been related to a worse
response to treatment®® YM155 is a small-molecule survivin
suppressant that inhibits the transcription from the promoter of
the survivin gene. YM155 has demonstrated antitumoral activity in a
wide variety of human cancer cell lines and xenograft models, in both
s0lid**>? and hematologic malignancies.**’ In the clinical setting,
YM155 is currently under evaluation in B-cell lymphomas®**° and a
variety of solid tumors.***! In the present study, we hypothesized
that suppression of survivin expression by YM155 could specifically
target the actively proliferating CLL cells, which are usually resistant
to conventional treatments. To ascertain the therapeutic potential of
survivin inhibition in patients with CLL, we analyzed the effect of
YM155 on primary CLL cells cultured in conditions that recreate the
microenvironment found in the proliferative niches.

MATERIALS AND METHODS
Isolation and culture of primary CLL cells

Peripheral blood mononuclear cells from 27 patients diagnosed with CLL
were obtained by Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
density gradient and stored in liquid nitrogen until analysis. Only samples

"Laboratory of Experimental Hematology, Department of Hematology, Vall d’Hebron University Hospital, Universitat Autbnoma de Barcelona, Barcelona, Spain and *Department
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YM155 specifically targets proliferating CLL cells
N Purroy et al

N

with >85% of CLL cells (CD19+/CD5+ cells, as assessed by flow antibodies conjugated with the indicated fluorochrome: CD19-phyco-

cytometry (FC)) were included in the study. Cytogenetic alterations erythrin (PE) and CD5-allophycocyanine (Becton Dickinson). To characterize
(17p13.1, 11922.3 and 13q14.3 deletions and trisomy 12) were determined the proliferative and resting compartments of CLL cells defined by
by fluorescent in situ hybridization. The characteristics of the patients are Calissano et al.,** CLL cells were stained with the following antibodies:
listed in Table 1. Written informed consent was obtained from all patients CD19-energy coupled dye, CD5-phycoerythrincyanine 5.5 (Beckman
in accordance with the Declaration of Helsinki and the study was approved Coulter, Brea, CA, USA), CD3- phycoerythrin-cyanine 7, CXCR4-allophyco-
by the local clinical investigation ethical committee. cyanine and Ki-67-FITC (Becton Dickinson). Cells were acquired in a Navios

cytometer (Beckman Coulter) and the results were analyzed using the FCS
C . Express 4 software (De Novo Software, Los Angeles, CA, USA). The rates of
ell lines A . - o

T-cell activation and proliferation were analyzed by determining the
The UEGE7T-2 human BMSC cell line was obtained from Riken Cell Bank expression of Ki-67, CD69 and CD38 by FC in CD3 -+ cells. Intracellular
(Ibaraki, Japan). Cells were cultured at 37 °C'in 5% CO, atmosphere in  sining of Ki-67 was performed as mentioned above. Surface staining of T
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Carlsbad, CA, USA) cells was performed using the following antibodies: CD38-phycoerythrin
supplemented with 2mm L-glutamine, 10% heat-inactivated fetal bovine (EBioscience, San Diego, CA, USA), CD5-phycoerythrincyanine 5.5 (Beckman

serum and 50 ug/ml penicillin/streptomycin. The T-cell acute lymphoblastic Coulter), CD3-phycoerythrin-cyanine 7 and CD69-allophycocyanine
leukemia cell line Jurkat was obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and (Becton Dickinson).

was cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 2 mm t-glutamine,
10% heat-inactivated fetal bovine serum and 50pug/ml penicillin/

streptomycin. Cell-cycle analysis
Propidium iodide (Pl) was used to determine each phase of the cell cycle
Co-culture conditions according to the DNA content of CLL cells. For this, cells were resuspended

in ice-cold 70% ethanol and incubated at —20°C for at least 30 min.
plates and incubated for 24h to allow cells to adhere. CLL cells were Cells were then washed twice with phosphate buffered saline (PBS)
cultured at a ratio of 100:1 (1.5 x 10° cells/ml) on confluent layers of BMSC a.nd resuspended in PBS containing 38nm sod!um citrate, 10r119/ml
in supplemented RPMI with 1pg/ml CD40L (Peprotech, London, UK) and rlboquclease A and 1pg/pl Pl Cells were finally incubated at 37 °C for
1.5ug/ml CoG ODN (ODN2006; Invivogen, San Diego, CA, USA). At the ~ 30Min and subsequently analyzed by FC.

indicated time points, CLL cells were harvested by gently washing off,
leaving the adherent stromal cell layer intact.

BMSCs were seeded at a concentration of 1.5 x 10* cells/ml in 24-well

Western blot analysis
Whole-cell protein extracts were prepared from 3 x 10° cells using 100 pl

Proliferation assays lysis buffer containing 20 mm Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) pH
The rate of proliferation was analyzed by determining the expression of Ki- 7.4, 1 mm EDTA, 140 mm NaCl, 1% NP-40 supplemented with 2 mm sodium
67 by FC. Intracellular staining was performed using a fluorescein vanadate and protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
isothiocyanate (FITC)-labeled antibody against Ki-67 (Becton Dickinson, for 30 min at 4 °C. Protein concentration was determined using the Bio-Rad
Franklin Lakes, NJ, USA) after fixation and permeabilization using the BD protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Equal amounts of denatured
Intrasure kit (Becton Dickinson) following the manufacturer’s instructions. protein were resolved by 10% SDS-PAGE and transferred onto Immobilon-P
Surface staining of cells was performed using the following monoclonal membranes (Millipore, Bedford, MA, USA). Membranes were blocked for
Table 1. Clinico-biological characteristics of the series of patients with CLL

Patient id Age Gender Stage ZAP70 CD38 del17p Other cytogenetic Previous Response Time since last

(years) Binet/ Rai (%) (%) (%) alterations therapy therapy
(months)

CLLO1 67 M A1l 90 0 0 12 R-B PR 6

CLLO3 54 M B2 1 33 14 None None n.a. —

CLLO4 75 F AO 81 0 42 del13q None n.a. —

CLLO5 72 M Al 33 0 0 12 None n.a. —

CLLO6 53 F A0 85 0 0 None None n.a. —

CLLO7 66 M A0 11 36 24 del13q None n.a. —

CLLO8 64 M AO 34 6 0 None None n.a. —

CLL10 70 M A0 8 0 0 None None n.a. —

CLL11 78 F B1 2 55 0 None R-Clb CR 12

CLL12 65 M B2 59 25 0 None R-FC CR 26

CLL13 72 F AO 8 66 0 None R-Clb PR 4

CLL14 42 M AO 86 0 0 None None n.a. —

CLL15 77 M c4 2 12 0 del13q None n.a. —

CLL18 63 M B1 52 0 0 del13q None n.a. —

CLL19 71 M B1 1 56 17 delllq R-FC CR 35

CLL20 50 M Al 2 0 0 None None n.a. —

CLL21 77 M AO 9 24 0 None None n.a. —

CLL22 81 F A0 77 0 0 del13q None n.a. —

CLL25 85 F B1 57 0 17 None R-PC CR 48

CLL26 86 M AO 4 0 74 12 None n.a. —

CLL27 60 M AO 27 25 0 None None n.a. —

CLL28 44 M AO 57 32 0 None None n.a. —

CLL29 76 M AO 28 18 0 None None n.a. —

CLL30 85 F c4 0 19 0 None R-Clb PD 1

CLL31 60 M AO 1 0 0 None None n.a. —

CLL33 78 F Al 2 0 0 12 None n.a. —

CLL34 67 M B2 50 0 0 None None n.a. —
Abbreviations: B, Bendamustine; C, Cyclophosphamide; Clb, Chlorambucil; F, female; F, Fludarabine; M, male; n.a, not applicable; n.d, not determined;

P, Pentostatin; R, Rituximab.

Leukemia (2014) 1-12 © 2014 Macmillan Publishers Limited



1h at room temperature in 5% milk/TBS-T. Membranes were incubated
overnight at 4 °C with primary antibodies against survivin (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), PARP (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), Mcl-1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), Bcl-2, tubulin,
GAPDH and a-actin (Abcam, Cambridge, UK). Immunodetection was done
with the corresponding IgG HRP-linked secondary antibodies (Dako North
America, Glostrup, Denmark), and the ECL chemiluminescence detection
system (GE Healthcare). Chemiluminescent images were acquired with the
LAS-4000 system (Buckinghamshire, UK). Protein expression was subse-
quently quantified using the Image J 1.46r software (National Institutes of
Health).

Reagents

YM155 monobromide (kindly provided by Astellas Pharma, Inc., Tokyo,
Japan), fludarabine and bendamustine (Sigma, St Louis, MO, USA) were
dissolved in DMSO and stored at — 80 °C. Experiments examining caspase-
dependent apoptosis included the addition of 20 um ZVAD-FMK (Caspase
inhibitor; R&D Systems).

Assessment of apoptosis

Apoptosis was assessed analyzing the binding of annexin V-FITC and the
incorporation of Pl by FC. Staining was performed according to the
manufacturer’s instructions using the annexin V-FITC apoptosis detection
kit (Bender Medsystems, Vienna, Austria). To evaluate the potential
synergism between YM155 and fludarabine or bendamustine, a coopera-
tive index (Cl) based on the Chou-Talalay method was calculated.** The
following formula was used: Cl=sum of specific apoptosis caused by
treatment with a single agent/specific apoptosis determined with
combined treatment. The percentage of specific apoptosis was
determined using the following formula: specific apoptosis (drug-
induced apoptosis — spontaneous apoptosis)/(100 — spontaneous
apoptosis).

Assessment of mitochondrial transmembrane potential (A¥m)

Mitochondrial depolarization was assessed by using 4nm 3,3-diexyloxa-
carbocyanine iodide (DiOC6[3]; Sigma-Aldrich). For this, 1 x 10° cells were
washed once with PBS, resuspended in 1ml of DiOC6[3] incubated for
15 min in the dark at 37 °C, and then analyzed by FC.

Determination of H2AX phosphorylation

Phosphorylated H2AX was measured by FC using mouse anti-phospho
(Ser139) H2AX mAb conjugated with FITC (Biolegend, San Diego, CA, USA)
as previously described.**

Immunocytochemistry

CLL cells were centrifuged onto glass slides using the Shandon CytoSpin 2
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) cytocentrifuge. Slides were
air dried, fixed with 95% ethanol for 10 min at room temperature, washed
with distilled water and subjected to antigen retrieval following the
manufacturer’s instructions (Target retrieval solution; Dako REAL, Glostrup,
Denmark). Then, endogenous peroxidase was quenched with 1ml
peroxidase-blocking solution (Dako REAL) for 5min. Slides were washed
again with PBS and incubated with the rabbit anti-survivin antibody at
1/200 dilution (R&D Systems) for 1h at 4 °C. After washing with PBS, the
slides were incubated at room temperature for 30 min with the anti-rabbit
IlgG HRP-linked secondary antibody (Dako North America). Color was
developed with diaminobenzidine (Dako, Glostrup, Denmark) and counter-
stained with hematoxylin and then coverslipped.

End point and real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted from 3 x 10° CLL cells using the RNeasy mini kit
and QIAShredder (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions and complementary DNA was synthesized from 600 ng of RNA.

For end point RT-PCR, the following specific oligonucleotide primers
were used: survivin-forward (5-CAGATTTGAATCGCGGGACCC-3') and
survivin-reverse (5-CCAAGTCTGGCTCGTTCTCAG-3'); and pB-actin-forward
(5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3') and reverse (5-CTCCTTAATGTCACGCA
CGATTTC-3').

For QRT-PCR (real-time quantitative PCR) analysis, expression of survivin
was analyzed using a pre-developed TAQMAN assay (Hs03043574_m1)
and the ABI PRISM 7900 sequence detector instrument (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, USA). The comparative Ct method (AACt) for
relative quantification of gene expression was used. B-Glucoronidase gene
expression was used as an internal control, and mRNA-expression levels
were given as arbitrary units referred to calibrator sample (Jurkat mRNA).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean = s.e.m. of at least three independent
experiments. Difference between groups was analyzed using the
Mann-Whitney test or one or two-way ANOVA (t-test), and P<0.05 was
considered as statistically significant. Lethal dose 50 (LDsg) values were
calculated with GraphPad Prism software version 5.0 (San Diego, CA, USA).
Analyses were performed using the biostatistics software package SPSS
version 17 (IBM, Chicago, IL, USA). Results were graphed with GraphPad
Prism software.

RESULTS

The co-culture of primary CLL cells with BMSC, CD40L and CpG
ODN induces active proliferation of CLL cells

CLL cells located in bone marrow and lymph nodes can receive
diverse survival and proliferative signals from the microenviron-
ment, which ultimately makes them more resistant to external
apoptotic signals. To partially ex vivo mimic the microenvironment
found in the proliferative centers, we co-cultured primary CLL cells
with the BMSC cell line UE6E7T-2 and stimulated them with
soluble CD40L and CpG ODN. In this setting, proliferative
responses assessed by Ki-67 expression were already observed
after 24 h and further increased at 48 and 72 h (Figure 1a). Unlike
previous studies,'®** we did not observe any correlation between
IGHV status, ZAP-70 or CD38 expression and induction of
proliferation, probably because the small size of the series
analyzed (data not shown). We also characterized the
proliferative and resting compartments using differences in the
expression of CD5 and CXCR4 by FC as previously defined by
Calissano et al** Co-culture of CLL cells for 48h induced a
significant increase in the number of cells in the proliferative
compartment, defined as CXCR49™CD5P"9M (Figure 1b) (mean %
CXCR49™CD5P9M cells: 23.16 + 7.25 in co-culture vs 5.67 +2.52 in
suspension, P<0.05). As expected, the CXCR4%™CD5P9M fraction
was significantly enriched in Ki-67-positive cells after 48 h of co-
culture compared with cells in suspension and with the
CXCR4P9MCD5N™ fraction (Figure 1c). Cell-cycle analysis showed
that after 48 h of co-culture CLL cells entered into S/G2/M phase,
this increasing at 72 h (Figure 1d; Supplementary Figure S1) (mean
% cells in S phase at 24h vs 72h: 1.01£0.31 vs 37.72+7.10,
P<0.01; G2/M phase: 0.09 + 0.06 vs 7.25 + 6.45, P>0.05).

To elucidate whether the co-culture system used also affected
the activation of T lymphocytes, we assessed their Ki-67, CD38 and
CD69 expression. In all samples, the percentage of T cells was
inferior to 10%. The co-culture for 48 h induced the upregulation
of both CD38 and CD69 expression compared with cells
in suspension (Supplementary Figure S2A and B) (mean CD38
mean fluorescence intensity (MFI) for T cells in suspension vs in
co-culture: 107.7 £ 10.04 vs 202.8 + 25.06, P<0.01; mean CD69 MFI
for T cells in suspension vs in co-culture: 50.92+6.48 vs
83.97 +13.61, P<0.01). In addition, the rate of proliferation also
increased after 48h of co-culture (Supplementary Figure S2C)
(mean % Ki-67-positive T cells in suspension vs in co-culture:
0.61+0.2 vs 2.08+0.66, P<0.01).

YM155 inhibits the upregulation of survivin induced by the
co-culture of CLL cells

To determine whether the exposure of CLL cells to these
proliferative culture conditions was able to induce survivin
expression, we analyzed its expression by RT-PCR, western
blotting and immunocytochemistry at different time points.
Primary CLL cells in suspension did not express survivin at the
mMRNA or the protein level overtime. Importantly, co-culture of CLL
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Figure 1.

The co-culture of primary CLL cells with BMSCs, CD40L and CpG ODN induces active proliferation of CLL cells. (a) CLL cells from eight

patients were cultured in suspension or in co-culture for 24, 48 and 72 h before analysis of expression of Ki-67 by FC after. Graph shows
mean * s.e.m. (values in right panel table). (b) Analysis of CXCR4 and CD5 expression by FC in CLL cells from seven patients cultured in
suspension or in co-culture for 48 h. (c) Expression of Ki-67 in CLL cells according to CXCR4 and CD5 expression in seven patients with CLL.
(d) Cell-cycle analysis of CLL cells from three patients cultured in suspension or in co-culture for 24, 48 and 72 h. These patients are not
included in Figure 1a (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, two-way ANOVA, Bonferroni’s post-test. Error bars represent *s.e.m.).

cells induced the expression of survivin mRNA and protein in a
time-dependent manner, starting after 24h and being more
evident after 72h at the protein level (Figures 2a-d). Immuno-
cytochemical analysis of CLL cells in suspension and after 24, 48
and 72h of co-culture confirmed the induction of survivin
expression previously observed by western blotting. Of note,
already after 24h of co-culture CLL cells increased their size,
resembling stimulated B cells, and tended to be located in sparse
clusters that included dividing cells (Figure 2e). Thus, we did not
detect survivin expression in suspension cells at any time point,
while it appeared slightly expressed after 24 h of co-culture and
became much more evident after 48 and 72 h.

To assess the effect of survivin suppressant YM155 in actively
proliferating survivin-positive CLL cells, we stimulated CLL cells for
48h in our co-culture system before exposing them to YM155 for
additional 24h. Using this approach, we observed that YM155
treatment was able to almost completely abrogate survivin
expression at protein level (Figures 2c—e) whereas the levels of
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mRNA were not affected, indicating that the blockage at the
promoter level for 24 h was probably not sufficient to observe the
degradation of survivin mRNA in this experimental setting. Interest-
ingly, the immunocytochemical analysis also showed that after 24 h
of YM155 treatment the number of large dividing cells markedly
declined and clusters of CLL cells virtually disappeared (Figure 2e).

Actively proliferating CLL cells are more sensitive to the apoptosis
induced by the treatment with YM155

To determine the ability of YM155 to induce apoptosis in actively
proliferating primary CLL cells, cells from six patients with CLL
were treated with YM155 under proliferative or control (suspen-
sion) conditions. After 48 h of culture, CLL cells were treated with
different concentrations of YM155 and harvested 24 h later. Only
in co-culture conditions, YM155 at concentrations ranging from 50
to 800 nm significantly decreased the viability of CLL cells in a
dose-dependent manner (Figures 3a—c). Interestingly, the LDs, for

© 2014 Macmillan Publishers Limited



YM155 specifically targets proliferating CLL cells
N Purroy et al

a CLL21 b 501
g
24h 48h 72h E e 40
25
Co-culture g = + - + - + + §§ 30+
= oc .2
S - - - - - - [}
YM155 3 + gg 20
S
urvivi gm 104
st [ e ——————
0 T T T
24 48 72
c 1.0 1 Time (hours)
Co-culture -4+ -+ -4+
0.8 YMi55 - - - - - -
£
g 06 d CLLO7
£
2 o4 oh 24h 48h 72h
@
0.2 ’_T_‘ ’—T—‘ i Co-cuture g - -~ * -+ -4+ o+
o_o,IlI, =l Ymiss 3 - - - - - - - 4+
24 48 72 < —
Survivin - -n
Time (hours) ~ i :
Co-culture -+ -+ R GAPDH | ' .
YM155 - - - - - -+
e 24h suspension 24h co-culture
100x
48h co-culture 72h co-culture YM155 50nM
24h suspension 24h co-culture
400x 48h co-culture 72h co-culture YM155 50nM

Figure 2. Treatment with YM155 suppresses the expression of survivin in proliferating primary CLL cells. CLL cells were cultured in suspension
or in co-culture for up to 72h. 50nm YM155 was added after 48 hours of co-culture for additional 24 h. The Jurkat cell line was used as a
positive control for survivin expression. (a) A representative RT-PCR analysis of survivin. (b) Quantification of survivin expression analyzed by
QRT-PCR (arbitrary units, AU). Each bar represents the mean +s.e.m. from triplicates. (c) Quantification of survivin expression analyzed by
western blotting relative to a-actin. Each bar represents the mean £ s.e.m. from four patients. (d) A representative immunoblot analysis of
survivin expression. (e) Immunocytochemical analysis of survivin expression in primary CLL cells (x 100 and x 400 magnification of one
representative patient). The arrow indicates a dividing cell.
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Figure 3. Cytotoxicity and anti-proliferative effects of treatment of primary CLL cells with YM155. CLL cells in suspension or in co-culture were
incubated with increasing doses of YM155. Annexin V/PI double negative cells were considered as viable cells. (a) Viability (%) of primary CLL
cells in suspension from six patients with CLL. (b) Viability (%) of primary CLL cells in co-culture from six patients with CLL (*P <0.05, **P <0.01
non-paired T-test, Mann-Whitney post-test). (c) Viability relative to control (%) in six patients with CLL (*P<0.05, two-way ANOVA, Bonferroni’s
post-test). (d) Comparison between lethal dose 50 (LDs) curves for CLL cells in suspension, in co-culture with BMSC and in complete co-
culture. (e) Mean percentage of Ki-67-positive cells relative to control in CLL cells from 12 patients treated with 50 nM YM155 for 24 h after 48 h
of co-culture (**P<0.01, one-way ANOVA). (f) Cell-cycle distribution in primary CLL cells from three patients after 24 h of 50nm YM155
treatment (*P<0.01, two-way ANOVA, Bonferroni’s post-test). (g) CLL sub-populations defined by CXCR4 and CD5 expression were analyzed
after 24 h of treatment with 50 nm YM155 in seven patients with CLL (*P<0.01, two-way ANOVA, Bonferroni’s post-test). Results are shown as
mean £ s.e.m.
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CLL cells in proliferative conditions was 7.7 times lower than the
one for CLL cells in suspension (LDso for CLL cells in co-culture:
56.25 nm, 95% confidence interval (Cl) 39.71-79.70; LDs, for CLL
cells in suspension: 430.4 nm, 95% Cl 227.3-815.3) (Figure 3d). To
evaluate the specific effect of YM155 treatment also on non-
proliferating CLL cells bred on stroma, we calculated the LDs, of
primary CLL cells cultured on BMSC without CpG ODN/CD40L. The
LDso obtained did not differ from the LDs, for CLL cells in
suspension (LDsq for CLL cells on BMSC: 553.7 nm, 95% Cl 347.2-
883.2), indicating that CLL cells cultured in proliferative conditions
resulted more sensitive to YM155 treatment.

Following this, we analyzed the effect of YM155 on the
proliferation of CLL cells by measuring Ki-67 expression, G1 arrest,
and changes in CXCR4%™/CD5P"9M sub-population. Primary CLL
cells were co-cultured for 48 h, as described above, and treated with
50nm YM155 for 24 h. This treatment caused a drastic reduction of
40.74+£6.59% in the proportion of Ki-67 expressing CLL cells
(Figure 3e). Moreover, after treatment with YM155 the proportion of
cells in G1 phase increased from 55.04+13.28% in untreated
controls to 81.61 £8.47% in YM155-treated CLL cells (P<0.05) and
the proportion of cells in S and G2 phases was reduced from
36.99 +7.12% to 18.26 + 8.59% and from 7.25 + 6.45 t0 0.13 £ 0.13%
respectively, although the differences did not reach statistical
significance (Figure 3f). Finally, treatment with YM155 significantly
reduced the CXCR4“™/CD5P"9M fraction, whereas the proportion of
the non-proliferative compartments was not affected by the
treatment (Figure 3g) (CXCR49™/CD5™9" cells in untreated
controls: 13.29+4.21% and after YM155 treatment: 5.82 +1.24%
(P<0.05)). Altogether, these data provide strong evidence that
YM155 treatment is able to efficiently overcome microenvironment-
mediated survival and proliferative signaling and that it has specific
effect on actively proliferating CLL cells.

YM155 induces caspase-dependent apoptosis in primary CLL cells
without induction of a DNA damage response

To assess the role of caspases in the cytotoxicity induced by the
treatment with YM155, CLL cells stimulated in co-culture for 48 h
were treated with 50nm YM155 for 24 h in the presence or the
absence of Z-VAD-fmk, a pan-caspase inhibitor. The analysis of
annexin V/Pl-negative cells showed that both spontaneous and
YM155-induced apoptosis were partially inhibited by Z-VAD-fmk
treatment (Figure 4a). Additionally, treatment with 50 nm YM155
inhibited survivin expression and induced the cleavage of PARP
protein, which was completely abrogated by the addition of
Z-VAD-fmk (Figure 4b), thus confirming the participation of
caspases in the YM155-induced apoptosis.

To further characterize the cellular mechanisms involved in
YM155 cytotoxicity on CLL cells, DiIOC6[3] was used to examine
changes in the mitochondrial membrane potential (A¥m) after
treatment with YM155 (Figure 4c). Interestingly, there was a
significant enhancement of DiOC6[3] signal in CLL cells after 72h
of co-culture compared with CLL cells in suspension (MFI,
234246545 vs 92.19+6.98, P<0.05). This enhancement of
A¥Ym was completely abrogated by YM155, which induced an
evident depolarization of the mitochondrial membrane after 24 h
(MFI, 234.2+65.45 for untreated controls vs 133.4+18.87 for
YM155-treated cells, P<0.05), indicating that the intrinsic pathway
of apoptosis participates in the YM155-induced apoptosis.

Recent data from pre-clinical tests in human prostate cancer cell
lines suggested that YM155 killed cells primarily by inducing DNA
damage whereas the suppression of survivin expression would be a
secondary event.*® Therefore, we aimed to assess whether YM155
was able to induce DNA damage in primary CLL cells by analyzing
the expression of phosphorylated histone H2AX (yH2AX).*”“*® For
this, we cultured primary CLL cells in suspension and in co-culture
for 48 h. CLL cells were then treated with 50nm YM155 for 2, 6, 24
and 48h and the phosphorylation of H2AX was subsequently
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quantified by FC (Figures 4d and e). Cells were also treated with
5 pg/ml fludarabine and 150 um bendamustine as positive controls
for induction of DNA damage. As expected, YH2AX levels increased
as early as 6 h after exposure to fludarabine or bendamustine and
peaked after 24 h. In contrast, there was no significant increase in
H2AX phosphorylation after 6, 24 or 48h of YM155 treatment.
Moreover, we did not observe any enhancement of fludarabine or
bendamustine-induced DNA damage when these drugs were
combined with YM155. Altogether, these results suggest that
apoptosis induced by YM155 in primary CLL cells is not mediated
by direct DNA damage.

Effect of YM155 on anti-apoptotic proteins Mcl-1 and Bcl-2

Since YM155 treatment also induced apoptosis in CLL cells in
suspension which do not express survivin, we aimed to investigate
whether YM155 might have additional targets in CLL cells. Some
authors have shown downregulation of Mcl-1 and Bcl-2 after
YM155 treatment independently from survivin modulation in some
cancer cell lines.3"**° Therefore, we analyzed the expression of the
anti-apoptotic proteins Mcl-1 and Bcl-2 by western blotting after
YM155 treatment in CLL cells in suspension and in co-culture
(Figure 4f). The induction of apoptosis after YM155 treatment was
evidenced by cleavage of PARP protein in both culture conditions.
Interestingly, Mcl-1 expression was downregulated after YM155
treatment in CLL cells in suspension and in co-culture while Bcl-2
downregulation was only observed in CLL cells in suspension after
YM155 treatment. Expression and inhibition of survivin expression
was again only evidenced in CLL cells in co-culture. These results
suggest that YM155 downregulated Mcl-1 and Bcl-2 expression
independently of the level of survivin expression.

Cytotoxic effects of YM155 in fludarabine and bendamustine-
resistant CLL cells

The effect on survival caused by treatment with YM155 combined
with fludarabine or bendamustine was analyzed in co-cultured
CLL cells. First, we evaluated the induction of resistance to
fludarabine and bendamustine treatment by the co-culture
system. For this, CLL cells were cultured for 48 h in suspension
and on BMSC with or without CD40L and CpG ODN. Subsequently,
we added increasing doses of fludarabine or bendamustine for
additional 24 h. Interestingly, the co-culture of CLL cells with
CD40L and CpG ODN was the condition that showed the highest
chemoresistance pattern whereas the co-culture with BMSC
induced a consistent but not statistically significant resistance to
fludarabine at 10, 100 and 1000 um (Figure 5a). The capacity of
fludarabine to induce apoptosis in the complete co-culture was
inhibited at such extend that it was not possible to calculate its
LDso, whereas LDs, of fludarabine in CLL cells in suspension was
416 um (95% Cl 125.5-1379) and in CLL cells on BMSC was 603.9 pim
(95% Cl 399.6-912.5) (Figures 5a and b). To determine whether
there was a specific resistance of the proliferative compartment to
standard chemotherapy, we analyzed the proliferative and resting
compartments according to CXCR4 and CD5 expression after
fludarabine treatment. We observed that treatment with fludar-
abine did not significantly modify the proportion of any of these
CLL cells compartments (Figure 5c). For CLL cells treated with
bendamustine, LDsy of CLL cells in proliferative conditions was
5.18 times higher than for CLL cells in suspension, while CLL cells
cultured on BMSC only showed more resistance to bendamustine
treatment at 50 pum, being the LDso two times higher than for CLL
cells in suspension (Figures 5d and e). These results indicate that
CLL cells cultured on BMSC with CD40L and CpG ODN develop the
strongest chemoresistance, especially to fludarabine.

We next assessed the effect on survival of YM155 combined with
fludarabine or bendamustine in CLL cells cultured on BMSC with
CD40L and CpG ODN. Treatment of co-cultured CLL cells with
400 um fludarabine had little effect on their viability (Figure 5f)
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Figure 4. Treatment of primary CLL cells with YM155 induces caspase-dependent apoptosis. (a) CLL cells from seven patients were co-cultured
for 48 h and subsequently treated for 24 h with 50 nm YM155, 20 um Z-VAD-fmk or the combination of both. Results are shown as the mean
percentage of viable cells relative to control + s.e.m., ***P<0.001, one-way ANOVA. (b) Cleavage of PARP and expression of survivin were
analyzed by western blotting in CLL cells co-cultured for 48 h and treated for additional 24 h with 50nm YM155, 20 um Z-VAD-fmk or the
combination of both (two representative patients are shown). Jurkat cell line is used as a positive control for survivin expression. (c) CLL cells
were treated with or without 50 nm YM155 for 24 h after 48 h in co-culture or in suspension and A¥m was analyzed by DiOC6[3] detection by
FC. MFI: mean fluorescence intensity. Data are expressed as mean * s.e.m. of six patients (*P<0.05, paired T-test). (d) Analysis of YH2AX by FC
after treatment with 50 nm YM155, 5 ng/ml fludarabine, 150 um bendamustine, the combination of 50 nm YM155 with 5 pig/ml fludarabine or
150 um bendamustine for 24 h after 48 h in co-culture. Results are shown as the mean fold change * s.e.m. of six patients. (e) Analysis of YH2AX
by FC after treatment with 50 nm YM155, 5 ng/ml fludarabine, 150 pm bendamustine for 24 h after 48 h in suspension. Results are shown as the
mean fold change + s.e.m. of six patients. (f) Cleavage of PARP, Mcl-1, Bcl-2 and survivin expression was analyzed by western blotting in CLL
cells in suspension and in co-culture for 48 h and treated for additional 24 h with 100 nm YM155 (two representative patients are shown).

(mean percentage of viable cells relative to control 88.19 £ 8.94%) clinical significance. The combination of 50nm YM155 and 150 um

while treatment with 50 nm YM155 significantly decreased viability
of co-cultured CLL cells (mean percentage of viable cells relative to
control 52.52 + 8.51%). When we combined 400 um fludarabine with
50nm YM155 the mean viability of treated cells relative to control
was reduced to 46.54 + 6.55%. Cl values computed from cytotoxi-
city profiles displayed additive cell death induction for fludarabine
and YM155-treated CLL cells (CI=1.12). Mean viability of co-
cultured CLL cells treated with 150 pm bendamustine or with 50 nm
YM155 was 60.82 + 7.02% and 63.49 + 6.9%, respectively (Figure 5f).
When we combined these drugs the mean viability related to
control was reduced significantly to 26.92 £ 3.74%, a difference with
fludarabine and YM155 combination treatment that may have
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bendamustine had also an additive effect (Cl=1.01) although in
this case, it was mainly because both drugs contributed almost
equally to the higher cytotoxicity of this combined treatment.

Sensitivity to treatment with YM155 of primary CLL cells is
independent from biological prognostic factors

The induction of apoptosis by YM155 was analyzed in CLL cells
from 20 patients according to their biological prognostic factors.
For this, primary CLL cells co-cultured for 48 h were subsequently
treated with 50 nm YM155 for additional 24h and induction of
apoptosis was assessed by annexin V/PI staining.
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Figure 5. Cytotoxic effects of the combination of YM155 with fludarabine or bendamustine in co-cultured CLL cells. CLL cells from seven
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Notably, CLL cases with high expression of ZAP-70, high
expression of CD38 or adverse karyotype (del17p13.1 and/or
del11g22.3) displayed similar responses to YM155 to those cases
without these high-risk biological factors (Table 2). These results
interestingly suggest that YM155 is effective in CLL cells despite
the presence of adverse prognosis biological factors.

DISCUSSION

Growing evidence reinforces the critical role that the microenviron-
ment found in the bone marrow and lymph nodes plays in the
maintenance and expansion of CLL cells (reviewed in Caligaris-
Cappio®). CLL cells in these organs are supported by accessory
cells that provide them with survival and proliferative signals.
Importantly, these interactions also confer drug resistance ®'3%2
making CLL cells found in the proliferative niches difficult to
completely eradicate, this probably accounting for the eventual
relapse observed in all patients with CLL. Therefore, there is an
increased emphasis placed on therapeutically targeting CLL cells
from these proliferative niches.

We hypothesized that ex vivo modeling the microenvironment
of the proliferative centers will facilitate the identification of drugs
able to specifically target actively proliferating CLL cells. The
co-culture of primary CLL cells and BMSC along with soluble CD40L
and CpG ODN induced a marked proliferative response of primary
CLL cells. In addition, the T lymphocytes present in the samples
were also stimulated and activated, probably contributing to the
global stimulation of primary CLL cells in this setting. Morpho-
logically, the proliferative response of CLL cells in co-culture
translated into an increased number of stimulated and dividing
cells that clustered together, resembling the structures observed
in the proliferative centers or ‘pseudofollicles’. Supporting the role
of the microenvironment in disease persistence,®'?2 CLL cells in
the complete co-culture developed a marked chemoresistance to
treatment with fludarabine and bendamustine, even more than
when culturing CLL cells only on stroma.

Survivin protein is an inhibitor of apoptosis protein family
member having an essential role in regulation of cell division,>' that
has also been described to promote tumor-associated
angiogenesis®> and to have a major role in resistance to
chemotherapy in non-small cell lung cancer cells>® In CLL cells
from peripheral blood, survivin expression has been described to be
higher in patients with progressive disease and related to a worse
response to treatment,® while in other studies survivin expression
was not detectable in the majority of the patients.>** In our hands,

Table 2. Assessment of in vitro YM155 cytotoxicity according to
biological risk factors

Number of
patients (n)

Risk factor % Viability related P
to control

(mean * s.e.m.)

ZAP-70 expression

Low 10 75.00 £8.22 0.734
High 10 69.92+5.25
CD38 expression
Low 15 73.93+5.34 0.727
High 5 7220+12.7
17p deletion
Negative 17 7493 £5.98 0.694
Positive 3 69.2 £8.95
Non-adverse karyotype 16 76.98 £ 5.55 0.277
Adverse karyotype 4 60.44 £9.43

Non-adverse karyotype: del13q14.3 and/or trisomy 12 and/or normal
karyotype. Adverse karyotype: del17p13.1 and/or del11q22.3.

Leukemia (2014) 1-12

the low number of patients analyzed did not have progressive
disease and we only detected survivin expression upon co-culture
stimuli. Therefore, taking all these data into account we speculated
that targeting survivin protein with YM155 might be a reasonable
strategy to specifically induce cytotoxicity in actively proliferating
and chemoresistant CLL cells found in the pseudofollicles.

YM155 inhibits survivin gene promoter activity and suppresses
survivin expression, suggesting that its main mechanism of action
is the inhibition of the transcription of the gene.>? However, the
exact cytotoxic mechanism by which YM155 induces apoptosis
remains unclear. Some authors have shown that YM155 can also
downregulate Mcl-1 and Bcl-2 expression independently of
survivin downregulation.®'?**® YM155 has also demonstrated
the ability to potentiate the antitumoral activity of various
cytotoxic agents including topoisomerase inhibitors,>® alkylating
agents,”® monoclonal antibodies,>**” radiotherapy®” and recently,
the combination of YM155 with STAT3 inhibitors in B-cell
lymphoma cell lines showed encouraging results.>> Two phase I
clinical trials have studied YM155 as a potential therapeutic agent
in refractory diffuse large B-cell lymphoma. Cheson et al.®
reported no serious adverse events but limited single-agent
activity of YM155. Based on pre-clinical combination data®” and
single agent clinical data, a phase Il study using the combination
of YM155 with rituximab is currently ongoing. Preliminary results
showed that the combination was well tolerated with limited
hematologic toxicities and the overall response rate was 56.3%.3°

Interestingly, we found that YM155 preferentially induced
apoptosis in survivin-positive CLL cells cultured in proliferative
conditions, being the LDs, for CLL cells in co-culture almost eight
times lower than the one for CLL cells in suspension. Moreover, we
observed a strong reduction in Ki-67-positive cells along with a
specific reduction in the CXCR4%4™/CD5"9" compartment and a
preferential decrease in CLL cells in G2/M phase. This increase in
the proportion of CLL cells in G1 phase might be a consequence of
the selective YM155-induced apoptosis of CLL cells in G2/M phase,
(survivin expression is cell-cycle dependent, with the highest
expression during G2/M)*® although it may also be due to a direct
YM155-induced G1 arrest. Altogether, these results support our
hypothesis that targeting survivin protein would mainly affect the
actively proliferating CLL cells. However, unstimulated non-
proliferating CLL cells, which did not express survivin, also
appeared to be sensitive to YM155 treatment. We observed that
YM155 induced Bcl-2 and Mcl-1 downregulation in CLL cells in
suspension, thus confirming that YM155 has additional targets in
CLL cells. Remarkably, YM155 exhibited significant ex vivo
antitumoral activity in CLL cases irrespective of prognosis
markers such as ZAP-70 and CD38 expression and in cases with
del17p13.1, which is in line with previous reports showing that
YM155 can promote apoptosis in both p53 wild-type and deficient
cell lines and xenograft models.3%3?

The proliferative compartment in CLL represents only a small
percentage of the malignant cells; however, increasing evidence
suggests that such actively proliferating cells are responsible for
disease persistence after treatment.*> Therefore, targeting this
small but crucial compartment with YM155 in combination with
standard therapies, such as fludarabine or bendamustine, could be
an efficient approach to try to eradicate both proliferative and
non-proliferative compartments of CLL cells.

In conclusion, our results demonstrate that the co-culture
system herein employed promotes proliferation, induces survivin
expression and protects primary CLL cells from apoptosis induced
by cytotoxic agents. In this setting, inhibiting the transcription of
survivin protein by treatment with YM155 is able to efficiently
overcome microenvironment-mediated cell protection and pro-
liferation and has specific effect on actively proliferating CLL cells.
Therefore, YM155 might be a potent therapeutic drug comple-
menting our growing armamentarium against chemotherapy-
resistant CLL cells.

© 2014 Macmillan Publishers Limited
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RESULTATS

Supplementary Figures

Supplementary Figure 1: Cell cycle analysis and Ki-67 expression in CLL cells after co-
culture
Primary CLL cells from 3 patients were cultured for 24, 48 and 72 hours in co-culture.

After 48 hours of co-culture 50nM YM155 was added for additional 24 hours. Cell cycle

analysis and Ki-67 expression of these patients are shown.
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Supplementary Figure 2: Activation and proliferation rates in T cells after co-culture.
PBMC from 9 patients were cultured for 48 hours in suspension or in co-culture and
the differential expression of CD38, CD69 and Ki-67 in CD5 and CD3 positive cells were
analyzed. A, MFI of CD38 expression (**P<0.01, paired-T test). B, MFI of CD69 expression
(**P<0.01, paired-T test). C, Percentage of Ki-67 expression (**P<0.01, paired-T test). D,

Percentage of T cells (CD5 and CD3 positive cells).
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DISCUSSIO

L’'LLC es caracteritza per I'acumulacid i proliferacié de limfocits B madurs monoclonals
gue coexpressen CD5 i CD23 a la SP, MO i organs limfoides secundaris. Tot i que classicament
havia estat considerada una malaltia poc proliferativa, estudis recents demostren la rellevancia
de la proliferacié en la patogenesi i en la historia natural d’aquesta malaltia. Les cél-lules d’LLC
qgue resideixen en els teixits limfoides reben senyals de supervivéncia i proliferacié en unes
estructures anomenades “pseudofol-licles” o “centres de proliferacié”. En aquestes
microestructures, les cel-lules d’LLC es troben un microambient favorable format per cél-lules
accessories com cel-lules estromals i limfocits T que les estimulen promovent la seva
proliferacid i protegint-les de I'apoptosi espontania o induida per drogues. Aixi doncs, és logic
pensar que els centres de proliferacio de cel-lules d’LLC siguin una peca clau en la persisténcia
de la malaltia residual i per tant, responsables principals de I'eventual recaiguda de la malaltia
observada en la majoria dels pacients.

Tenint en compte aquestes observacions, el proposit dels nostres treballs va ser
primer, dissenyar un sistema de cultiu in vitro de cél-lules primaries d’LLC que intentés imitar el
microambient d’aquests centres proliferatius i en segon terme, testar els efectes de 'YM155
en aquest compartiment de cél-lules d’LLC proliferant i quimioresistent.

En el primer treball descrit, per tal de reproduir el microambient dels centres
proliferatius in vitro, inicialment vam caracteritzar fenotipicament el compartiment proliferant
de cel-lules d’LLC in vivo, o el que és el mateix aquelles cel-lules d’LLC proliferants localitzades a
la SP, per a posteriorment, comparar-les amb les cél-lules d’LLC cultivades en condicions que
imiten els microambient dels centres de proliferacié. Finalment, vam analitzar els efectes
funcionals d’aquest nou sistema de cocultiu en la induccié de quimioresisténcia a les cél-lules
d’LLC.

A I'hora de dissenyar el nou sistema de cultiu de cel-lules d’LLC vam decidir cocultivar-
les amb BMSC donat que ha estat ampliament demostrat el seu paper en la proteccid de les
cél-lules d’LLC envers I'apoptosi espontania i 'induida per farmacs'*®*?3%3> A més a més,
també s’ha descrit el seu paper en I'activacio de les cél-lules d’LLC en rep0s, induint I'expressio
de marcadors d’activacié6 com CD38, CD69, CD70, CD71 i CD25°*%*”. L’addicié del lligand
soluble del CD40 es va basar en les multiples evidencies que demostren la importancia dels
limfocits T en la induccié de proliferacié i supervivéencia en les cél-lules d’LLC, i com aquesta
estimulacié es transmetria a través del receptor CD40**3'731831% per (ltim, vam afegir CpG

ODN per tal d’estimular les cél-lules d’LLC a través del TLR9 donada la seva potent capacitat
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d’induir proliferacid, produccid de citoquines i sobreexpressié de molecules involucrades en les
relacions limfocit B- limfocit T com el CD40, CD80, CD86, CD54 i CD58%%%%*!, |’estimulacié
simultania del CD40 i el TLR9 ja havia estat estudiada amb anterioritat observant una
caracteristica preferent induccio de proliferacié i d'immunogenicitat en el subtipus U-CLL, fet
que no va ser reproduit en el nostre sistema de cocultiu (Article 1, Taula 1) probablement com
a conseqliencia del reduit nombre de pacients analitzats.

El sistema de cocultiu de cel-lules primaries d’LLC amb BMSC i estimulacié del CD40 i
del TLR9 va resultar el que induia més proliferacid, supervivéncia i augment del metabolisme
respecte la resta de sistemes testats, on analitzavem cadascun dels estimuls per separat.
Fenotipicament, les cel-lules d’LLC cultivades en aquest sistema de cocultiu eren comparables
al compartiment proliferant de cél-lules d’LLC in vivo. Principalment, aquests canvis fenotipics
indicaven: primer, que aquestes cel-lules eren activades i conseqlientment adquirien major
agressivitat d’acord amb un increment d’expressié de les proteines ZAP-70 i CD38; segon,
adquirien major capacitat d’interaccionar amb altres cél-lules del microambient degut a un
augment d’expressio de les integrines CD49d i CD62L; i tercer, una probable recirculacio recent
des del MO o GL per la infraexpressio dels receptors de quimioquines CXCR4, CXCR5 i CCR7
com a conseqliencia de la interioritzacio dels receptors en resposta a la unio als seus lligands
CXCL12, CXCL13 i CCL19/21. En aquest ultim cas, les cél-lules d’LLC cultivades en el nostre
model in vitro, van mostrar només un descens en |'expressid del receptor CXCR4 donat que les
MSC usades provenien de MO, en conseqiéencia secretores de CXCL12 pero no de CXCL13 i
CCL19/21™°, quimioquines expressades per les MSC dels teixits limfoides secundaris®**3%*3%,
De forma interessant, el co-cultiu amb BMSC, CD40L i CpG ODN també va estimular els
limfocits T presents en les mostres, d’acord amb I'expressié de Ki-67, CD38, CD69, fet que
també contribuiria probablement a I’estimulacio global de les cel-lules d’LLC.

En referéncia als canvis relacionats amb I'expressié de ZAP-70 cal destacar el marcat
enriquiment en cel-lules positives per I'expressié de ZAP-70 en el compartiment proliferant de
cel-lules d’LLC in vivo i com el sistema de cocultiu in vitro descrit va reproduir fidelment
aquesta important caracteristica. El destacat valor pronostic de I'expressié de ZAP-70 és un
reflex del paper biologic que té aquesta proteina en la cel-lula d’LLC. ZAP-70 intervé en la
senyalitzacié derivada del BCR potenciant la seva senyalitzacié, el que es tradueix en un

5

increment de l'activacié®® i de la capacitat de resposta enfront senyals de migracid i

B30 Tot i aquestes evidéncies que relacionen I'expressié de

supervivencia de la cel-lula d’LLC
ZAP-70 a caracteristiques d’agressivitat de la cél-lula d’LLC, els mecanismes que regulen la seva
expressio sén poc coneguts. Els nostres resultats indiquen que tant I'estimulacié del CD40 com

del TLR9 independentment van provocar un augment d’expressi6 de ZAP-70, tot i que
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I’estimulacié del CD40 per si sola no va ser suficient per a induir un significatiu increment en la
proliferacid, suggerint una necessaria intervencio d’altres factors.

Funcionalment, vam poder observar com el nostre sistema de cocultiu va promoure la
proliferacié de cel-lules d’LLC quimioresistents davant I'evident manca de resposta, en termes
d’induccié d’apoptosi, amb el tractament amb fludarabina o bendamustina. Aquests resultats

son consistents amb altres sistemes de cultiu in vitro de cel-lules primaries d’LLC descrits que

119,314,326 145

han utilitzat tant cocultius amb cél-lules estromals com l'estimulacié del CD40™™ o del
TLR9**'. Pel que fa als mecanismes responsables d’aquesta quimioresisténcia adquirida pel
cocultiu, vam poder observar com I'expressid de la proteina antiapoptotica Mcl-1 augmenta,
en canvi la de Bcl-2 no es modifica, probablement perqué els nivells de Bcl-2 a la cel-lula d’LLC
ja sén constitutivament elevats®®®. De totes maneres, la totalitat dels possibles mecanismes
biologics relacionats amb aquesta resisténcia al tractament quimioterapic induida pel cocultiu
no queda esclarida en aquest treball, i seria una interessant i potencial linia per a continuar
estudiant.

Per tant, els resultats d’aquest article demostren que el cocultiu de cél-lules d’LLC amb
BMSC, CD40L i CpG ODN promou la proliferacié de cél-lules d’LLC quimioresistents amb un
fenotip comparable al de les cél-lules proliferants d’LLC circulants in vivo.

Aquest estudi aporta un model de sistema de cocultiu que pot servir de base per a
I’estudi dels mecanismes biologics de les cel-lules d’LLC proliferants i quimioresistents, aixi com
per al descobriment de noves moléecules que potencialment podrien arribar a ser noves dianes
terapeutiques i per al desenvolupament de nous farmacs dirigits a aquestes molécules.

En aquest sentit, en el segon article vam analitzar els efectes del tractament amb
I’'YM155 en cél-lules primaries d’LLC cultivades en aquest sistema de cocultiu que recrea les
condicions del microambient dels centres proliferatius.

La survivina és un membre de la familia de proteines inhibidores de I'apoptosi que es
troba diferencialment expressada en molts tipus de cél-lules tumorals perd no en els

327,191

respectius tipus cel-lulars normals En el cas de I'LLC, diversos estudis previs han

demostrat I'expressid de survivina principalment en les cél-lules proliferants d’'LLC que

146,207,208

resideixen en els centres proliferatius Pel que fa a l'expressié en cél-lules d’LLC

circulants els resultats publicats sén discordants**>?%

. Mentre Grzybowska-lzydorczyk et al van
observar una lleu pero evident expressio de survivina en cel-lules d’LLC de SP, més elevada en
aquells pacients amb malaltia progressiva, Munzert et al, no en van evidenciar. Aquestes
discrepancies podrien ser degudes a I'Us de técniques diferents (en el primer cas van utilitzar

FC, mentre els segons western blot i RT qPCR) o diferéncies en els pacients analitzats. En el
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nostre estudi no vam evidenciar expressié de survivina en les cél-lules de SP, ni a nivell proteic
(per western blot) ni a nivell d’mRNA.
A més a més de la funcid com a inhibidora de I'apoptosi, la survivina té un paper
. ., e e ey 328 , . N . . .
essencial en la regulacid de la divisié cel-lular’*®, en I'angiogenesi associada al creixement

329 . . s . .. . . 330
tumoral®” i en la resisténcia al tractament quimioterapic™".

Amb aquestes consideracions, vam especular que la inhibicid de la survivina podria ser
una raonable aproximacid terapeutica per tal d’induir citotoxicitat de forma especifica en
aquell compartiment de céel-lules proliferants i quimioresistents d’LLC que resideixen en els
centres proliferatius.

Per a aquest proposit, vam analitzar primer I'expressié de la survivina a nivell proteic i
d’'mRNA en les cél-lules d’LLC cultivades en el nostre sistema de cocultiu, és a dir amb BMSC,
CD40L i CpG ODN. Els nostres resultats van demostrar que aquest sistema de co-cultiu induia
I’expressidé de survivina en les cel-lules d’LLC, mentre en les cél-lules d’LLC no estimulades els
nivells d’expressié de survivina eren practicament indetectables. Per tant, confirmavem que
aquesta proteina havia de ser una adequada diana per al tractament especific de les cel-lules
d’LLC proliferants.

El farmac que vam utilitzar per a bloquejar I'accié de la survivina va ser I'YM155.

, . . . .y s .. 331
L'YM155 inhibeix la transcripcié del gen BIRC5, el gen que codifica per la survivina®-. La seva

capacitat antitumoral ha estat demostrada en una amplia varietat de tumors solids i limfomes

332 221,333

tant in vitro com en models animals™ i en assaigs clinics De totes maneres, els
mecanismes exactes pels quals indueix citotoxicitat no estan totalment dilucidats. Alguns
autors han mostrat com I'YM155 també pot inhibir I'expressié de Mcl-1 i Bcl-2 de forma
independent a la inhibicié de la survivina en algunes linies cel-lulars tumorals®****3, i aixi ho
vam observar també amb les nostres cel-lules primaries d’LLC. A més a més, estudis recents in
vitro amb linies cel-lulars de cancer de prostata suggereixen que I'YM155 indueix mort cel-lular
majoritariament per inducci6 de dany en el DNA mentre la induccié d’apoptosi com a
conseqiiéncia de la supressié de survivina seria un efecte secundari**®. En el nostre treball vam
veure que tant en les cel-lules en suspensié com en les cél-lules en cocultiu, el tractament amb
YM155 a les dosis utilitzades en aquest treball no induia dany en el DNA. A més a més, en
I’estudi reportat comenten que la induccié de dany en el DNA es produiria amb dosis menors
que la supressid d’expressiod de survivina, una observacid que tampoc vam poder corroborar
perque la dosi utilitzada per a aquests experiments va ser 50nM i amb aquesta dosi 'YM155 no
només disminuia els nivells proteics de survivina sind que també induia apoptosi i inhibia
significativament la proliferacié de les cel-lules d’LLC. Una diferéncia important entre tots dos

estudis que podria contribuir a la discordancia de resultats és el tipus cel-lular utilitzat, mentre
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I"anterior estudi utilitza linies cel-lulars de tumors solids com prostata, nosaltres vam testar
cél-lules primaries d’LLC.

Aquestes observacions tenen importants conseqiiencies a I’hora de dissenyar futurs
assaigs clinics perqué aquells pacients amb defectes relacionats amb la reparacio del DNA, per
exemple amb dell7p o mutacions de TP53, es mostren resistents al tractament amb drogues
que indueixen dany en el DNA. En aquest sentit, el tractament amb YM155 va induir apoptosi
en les cél-lules primaries d’LLC independentment de la preséncia de dell7p, tot i que només es
va poder analitzar en 3 pacients amb aquesta caracteristica.

Com hem comentat, I'YM155 indui apoptosi en les cel-lules primaries d’LLC, el fet més
significatiu va ser que aquesta induccié d’apoptosi es produi de forma preferent en aquelles
cél-lules d’LLC cultivades en el nostre sistema de cocultiu, per tant en aquelles cel-lules d’LLC
proliferants, sent responsable a més a més d’inhibir la seva proliferacié. Cal destacar que,
aquelles cel-lules d’LLC cocultivades només amb BMSC no van resultar tant sensibles al
tractament amb YM155 com aquelles estimulades a més a més amb CD40L i CpG ODN. Un fet
que déna més forca a l'especificitat de I'YM155 per a les cel-lules d’LLC proliferants perque,
d’acord amb el nostre primer estudi, les BMSC per si soles no indueixen tanta proliferacié en
les cél-lules d’LLC com amb I’addicié de CD40L i CpG ODN.

El compartiment proliferant de I'LLC representa només una petita fraccié del
percentatge de cél-lules tumorals; no obstant, nombroses evidéencies suggereixen que aquest
compartiment seria el responsable de la persistencia de la malaltia després del

3418 d'aqui la importancia de l'eficicia de I'YM155 en induir apoptosi

tractament
principalment en les cel-lules d’LLC proliferants. De totes maneres, a I’hora de dissenyar una
estratégia terapéutica efica¢c en front I'LLC cal tenir en compte que, només amb l'accio de
I’'YM155, les cel-lules d’LLC circulants no proliferants podrien potencialment recircular in vivo
cap als teixits limfoides, arribar als centres proliferatius i tornar a constituir una nova poblacié
de ceél-lules d’LLC proliferants i quimioresistents. Els nostres experiments in vitro testant la
combinacié de I'YM155 amb agents quimioterapics convencionals com la fludarabina i la
bendamustina demostren que aquestes aproximacions terapeutiques podrien arribar a ser
opcions eficaces dirigides tant al compartiment proliferant com a les cel-lules circulants
quiescents.

Per tant, els nostres resultats demostrarien que el sistema de cocultiu utilitzat en el
nostre estudi protegeix a les cel-lules primaries d’LLC de |'apoptosi espontania i induida per
farmacs, promou la seva proliferacié i indueix I'expressiéd de survivina. En aquest sentit,
inhibint la transcripcié de la proteina survivina amb I'YM155 s’aconsegueix de forma eficag

suprimir aquesta proteccio i proliferacid induides pel microambient i té un efecte especific en
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les cél-lules d’LLC proliferants. Aixi doncs, 'YM155 podria ser una potent droga en front les

cél-lules d’LLC quimioresistents que complementaria |’actual arsenal terapeutic en I'LLC.
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CONCLUSIONS

1. El co-cultiu de cél-lules primaries d’LLC amb BMSC, CD40L i CpG ODN indueix
proliferacid en les cel-lules d’LLC.
2. El co-cultiu de cél-lules primaries d’LLC amb BMSC, CD40L i CpG ODN promou un

immunofenotip comparable al del compartiment proliferant de cél-lules d’LLC circulant en

sang periférica.

3. El co-cultiu de cél-lules primaries d’LLC amb BMSC, CD40L i CpG ODN incrementa
significativament I'expressié de la proteina ZAP-70 en les cél-lules d’LLC.

4. Lescellules primaries d’LLC cocultivades amb BMSC, CD40L i CpG ODN adquireixen
una marcada quimioresisténcia al tractament amb fludarabina i bendamustina.

5. El co-cultiu de cel-lules primaries d’LLC amb BMSC, CD40L i CpG ODN indueix
I’expressid de la proteina survivina en les cél-lules d’LLC.

6. El tractament de les cél-lules d’LLC cultivades amb BMSC, CD40L i CpG ODN amb
YM155 suprimeix I'expressié de survivina induida pel cocultiu.

7. El tractament amb YM155 indueix apoptosi en les cél-lules primaries d’LLC de

forma preferent en aquelles cél-lules d’LLC proliferants i independentment de factors pronostic

biologics.

8. 1'YmM155 indueix apoptosi depenent de caspases en les cél-lules d’LLC sense
induccié de dany en el DNA i regulacié negativa de I’expressio d’Mcl-1.

9. La combinacié de I'YM155 amb fludarabina i bendamustina incrementa la toxicitat

enfront les cél-lules primaries d’LLC.
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