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Resumen

La Leucemia Linfoide Cronica (LLC) es una neoplasia hematoldgica clinicamente heterogénea.
Mientras que en algunos pacientes la enfermedad tiene un comportamiento indolente, en otros
casos la enfermedad es mas agresiva requiriéndose tratamiento inmediato, observandose con
frecuencia resistencia o recaida posterior a la terapia. El principal desafio en la clinica de la
LLC es la obtencion de nuevas alternativas terapéuticas para aquellos pacientes refractarios o
resistentes a los tratamientos actuales. S100-A9 es una proteina pro-inflamatoria previamente
asociada al cancer y especificamente en LLC reportada por nuestro grupo como una molécula
presente en el suero y el clon leucémico de pacientes progresores. A partir de estos resultados,
este trabajo final de carrera tuvo como objetivo general evaluar la funcion de S100-A9 y la

expresion de dos de sus receptores (RAGE y EMMPRIN) en la biologia de las células de LLC.

Mediante citometria de flujo demostramos en todos los casos estudiados que ambos receptores
se expresan en un mayor porcentaje de células B leucémicas, en comparacion con células B de
donantes sanos. Adicionalmente, utilizando la técnica de Western Blot para EMMPRIN
demostramos que este receptor no solo se encuentra sobreexpresado en células B leucémicas,
sino que ademas se encuentra N-glicosilado. Se logré ademas detectar diferentes formas de
glicosilacion, alta (HG) y baja (LG), permitiéndonos evaluar el perfil de este receptor en
pacientes con distinta evolucion clinica (indolentes versus progresores). Los resultados
muestran que una mayor proporcion de la glicoforma alta (HG) esta asociada con la progresion
tumoral de la LLC. Al mismo tiempo, llevamos a cabo ensayos de estimulacion (S100-A9) e
inhibicién (Tasquinimod) en cultivo in vitro de células primarias de pacientes con LLC, las
cuales fueron posteriormente analizadas por citometria de flujo. Los resultados obtenidos de
estos experimentos en 8 pacientes indican que la estimulacién con S100-A9 induce un aumento
en la fosforilacion de AKTS¢™73 sugiriendo la activacion de la via de sefalizacion PISK/AKT.
En el mismo sentido, demostramos que la inhibicion de S100-A9 con un inhibidor especifico

de esta proteina (Tasquinimod), genera una disminucion en la fosforilacion de AKTSe73,

En conjunto nuestro trabajo sugiere un rol importante para la proteina S100-A9 y el receptor
EMMPRIN en la fisiopatologia de la LLC, sugiriendo que la activacién de la via S100-
A9/EMMPRIN/PI3K-AKT podria ser relevante en la progresion tumoral. Finalmente, la



inhibicion especifica de esta via por el inhibidor Tasquinimod plantea la necesidad de estudios
adicionales en el area, proponiendo a S100-A9 como un nuevo blanco terapéutico en la biologia
delaLLC.
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Abreviaturas

°C - Grados Celsius

ug - Microgramo

uL - Microlitro

mL - Mililitro

AID - Deaminasa de Citosina Inducida por Activacién (del inglés activation-induced cytidine
deaminase)

APC - Aloficocianina (del inglés Allophycocyanin)

BSA - Seroalbimina bovina (del inglés bovine serum albumin)

BCA - Acido bicinconinico (del inglés bicinchoninic acid)

CO. - Dioxido de carbono

CMSP - Células mononucleares de sangre periférica

DMSO - Dimetilsulfoxido

EMMPRIN - Inductor de las metaloproteinasas de matriz extracelular (del inglés Extracellular
Matrix Metalloproteinase Inducer)

FITC - Isotiocianato de fluoresceina (del inglés fluorescein isothiocynate)
HRP - Peroxidasa de rabano (del inglés horseradish peroxidase)

LLC - Leucemia linfoide crénica

RAGE - Receptor para los compuestos de glicosilacion avanzada (del inglés receptor for
advanced glycation end products)

RPMI (Medio de cultivo) — Medio Roswell Park Memorial Institute

kDa - Kilo dalton

Ig - Inmunoglobulina

IgM - Inmunoglobulina M

1gG - Inmunoglobulina G

IL - Interleuquina

mA - Miliampere

MFI - Intensidad media de fluorescencia

nm - Nanometro

pH - Logaritmo negativo de la concentracion de hidrogeniones de una solucion
PMA - Forbol-12-miristato-13 acetato

PE - Ficoeritrina (del inglés Phycoerythrin)



PerCP - Proteina peridina clorofila (del ingles Peridinin-Chlorophyll-protein)

PBS - Buffer fosfato salino (del inglés phosphate saline buffer)

PAGE - Electroforesis en gel de poliacrilamida (del inglés polyacrylamide gel electrophoresis)
PNGasa F - N-glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum

rpm - Revoluciones por minuto

TEMED - N,N,N’,N’-tetramethylenediamine

SFB - Suero fetal bovino

SDS - Dodecilsulfato sodico (del inglés Sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (del inglés sodium
dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis)

rcf - Fuerza centrifuga relativa (del inglés relative centrifuge force)
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Introduccion

1.1 Leucemia linfoide crénica

1.1.1 Generalidades

La Leucemia Linfoide Cronica (LLC) es una neoplasia caracterizada por la acumulacion lenta
y progresiva de pequefios linfocitos B maduros, clonales, CD5 positivos en sangre periférica
(SP), médula dsea y 6rganos linfoides secundarios (1,2). Desde una perspectiva biolégica y
clinica, la LLC es sumamente heterogénea. Generalmente, un grupo de pacientes debuta con
una enfermedad indolente, definida por linfocitosis mayor de 5000 linfocitos B/ pl pero que se
mantiene estable sin requerir tratamiento. Existe ademas otro grupo de pacientes que presentan
una LLC agresiva caracterizada por un rapido incremento de la linfocitosis y posible presencia
de linfoadenopatias y/o citopenias, por lo que deben ser tratados inmediatamente; y un tercer
grupo en el cual la enfermedad se mantiene estable durante afios, pero luego progresan (3). Los
ultimos dos grupos de pacientes significan un desafio mayor para los médicos, en ellos es vital
contar con factores prondstico que ayuden a identificar de forma temprana los casos de mayor
riesgo, y predecir el tratamiento mas adecuado. A pesar del desarrollo en las Gltimas décadas de
terapias nuevas dirigidas a vias 0 moléculas especificas, la LLC sigue siendo una enfermedad
incurable, dado que no existe un tratamiento que permita la completa remision de la enfermedad

en todos los casos (4-6).

En cuanto a su epidemiologia, la LLC representa un 30% del total de leucemias a nivel mundial,
y hoy en dia es la enfermedad linfoproliferativa crénica mas frecuente en los adultos de paises
occidentales, ya que, si bien puede ocurrir a cualquier edad, afecta principalmente a individuos
mayores de 50 afos. Siendo poco frecuente en personas menores de 40 afios y muy rara en nifios
7). La incidencia varia segun las regiones geogréaficas, asi como la composicién étnica de la
poblacién. Segun los célculos de la Sociedad Americana Contra el Cancer se estima que para
este afio se produciran alrededor de 20.160 nuevos casos de LLC y 4.410 muertes a causa de
esta en los Estados Unidos (8). En Uruguay, se observa una incidencia de 6/100.000/afio, siendo

diagnosticados unos 200 casos por afo (9).
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1.1.2 Diagnostico y estratificacion

En aquellos paises en los que se puede acceder facilmente a la atencion médica el diagndstico
de LLC se realiza durante una visita médica de rutina donde el médico encuentra una cantidad
elevada de linfocitos (>5000 linfocitos por milimetro cubico) al realizar un hemograma
completo. Si la expansion de linfocitos persiste a lo largo de 3 meses, se realiza una
inmunofenotipificacion (andlisis por citometria de flujo) del namero de células B CD5+ CD19+
(2). Tipicamente las células de LLC co-expresan el antigeno CD5, caracteristico de la superficie
de células T, junto a los antigenos de linfocitos B CD19, CD20 y CD23. Asimismo, en la LLC
los niveles de inmunoglobulina (lg) de superficie, de CD20 y de CD79 son mas bajos que
aquellos encontrados en una célula B normal. Recientemente se ha llegado al consenso que un
panel constituido por CD19, CD5, CD20, CD23, k, y A son suficientes para establecer el
diagnostico (2). Y en aquellos casos en los cuales el diagndstico no sea claro es recomendable
agregar los marcadores CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10, o ROR1 (2,10).

Luego del diagndstico de la LLC, el estadio clinico se asigna de acuerdo con el sistema de
estadificacién definidos por Binet et al., 1981 (11) o Rai et al., 1975 (12) presentados en la tabla
1. Hoy en dia estas clasificaciones siguen siendo los pilares de la atencién clinica y son usadas
indistintamente, siendo dos sistemas simples, econémicos que se basan en hallazgos fisicos y
los resultados del hemograma completo, permitiendo al médico hematélogo orientar mejor la

estrategia terapéutica a seguir.

Tabla 1. Sistemas Rai y Binet de estratificacion en la LLC

Clasificacion Caracteristicas

Rai

Estadio 0 Linfocitosis > 5x10%L sin adeno ni visceromegalias, Hgb > 11 gr/dl, PLT >
10.000/uL

Estadio | Linfocitosis + adenomegalias

Estadio Il Linfocitosis + hepatomegalia o esplenomegalia

Estadio 111 Hgb <11 gr/dL

Estadio IV~ PLT < 100.000/mm?

Binet
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Estadio A Hgb > 10 gr/dl, PLT > 10.000/uL + < 3 areas ganglionares comprometidas

Estadio B Hgb > 10 gr/dI, PLT > 100.000/mm?3 + > 3 4reas ganglionares comprometidas

Estadio C Hgb < 10 gr/dl 0 PLT < 100.000/mm?

Abreviaturas: Hgb: Hemoglobina, PLT: plaquetas, dreas comprometidas pueden ser: higado, bazo y ganglios

linfaticos inguinales, axilares y cervicales.

La clasificacién Binet nos permite dividir los pacientes en tres grupos prondsticos: bueno
(estadio A), intermedio (estadio B) y severo (estadio C) (11). Mientras que la clasificacion de
Rai permite dividir entre pacientes de bajo riesgo (estadio 0), pacientes con riesgo intermedio
(estadio | o I) y pacientes de alto riesgo (estadio 11 o 1V) (12). Ambas clasificaciones se basan
en la evaluacion de la linfocitosis, tamafio de los nédulos linfaticos, deteccion de organomegalia
y presencia o ausencia de anemia o trombocitopenia. Asimismo, se relacionan directamente con
la sobrevida de los pacientes. Aquellos con estadio Binet A o Rai 0 presentan una sobrevida
media de mas de 10 afios. Los pacientes con estadio Binet B o Rai I/l presentan una sobrevida
media de entre 5 a 7 afios, por ultimo, aquellos con estadio Binet C o Rai I1I/IV una menor

sobrevida, de aproximadamente 3 afios (13).

1.1.3 Factores pronosticos

Los sistemas de estadificacion clinica disponibles actualmente para la LLC son simples y
econdmicos, pero carecen de precision para predecir la progresion de la enfermedad en los
estadios iniciales (Binet A y RAI 0). Debido a que la LLC es una enfermedad heterogénea cuya
evolucion clinica puede variar ampliamente de un paciente a otro se han realizado numerosos
esfuerzos desde la biomedicina en vias a la obtencion de factores prondsticos que permitan
predecir la evolucion de la enfermedad. Conocer si un paciente va a progresar rapidamente o no

permite al médico seleccionar la estrategia terapéutica mas adecuada.

Los factores pronosticos se pueden clasificar en 4 categorias: 1) factores intrinsecos del paciente
que incluyen edad, sexo, etnia y comorbilidades; 2) marcadores de la enfermedad; 3)
anormalidades bioguimicas y marcadores celulares (como niveles séricos de timidina quinasa,
B-2-microglobulina, CD49d, CD38 y ZAP-70); 4) anomalias genéticas que incluyen deleciones

cromosomicas, como la delecién (del-) cromdsomica, 17p, la del-11q, trisomia del cromosoma
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12, mutaciones en el gen TP53, el estado mutacional de la cadena pesada variable de
inmunoglobulina (IGHV), entre otras (13,14). Un resumen de los principales factores

prondsticos es mostrado en la tabla 2.

Tabla 2. Biomarcadores prondsticos mejor establecidos en la actualidad para la LLC.

Categoria Biomarcador

Factores intrinsecos del paciente  Edad, sexo, etnia, comorbilidades

Marcadores de la enfermedad Ganglios linfaticos comprometidos (tamarfio, sitio/s
comprometidos), Hepatomegalia, Esplenomegalia, LDT,
conteo de GB, ALC, Anemia, Trombocitopenia.

Anormalidades bioquimicas y p2M, LDH, IL-8, CD38, ZAP70, CD49d/VLA-4

marcadores celulares

Anomalias genéticas del12p, dell7p, mutacion TP53, delllg, dell3q,
metilacion de ADN, cariotipo complejo, mutacion
BIRC3, mutacion BRAF, mutacion IGHYV, estructura
BCR

Abreviaturas: LDT, tiempo de duplicacion de linfocitos; GB, glébulos blancos; ALC, recuento absoluto

de linfocitos; ZAP70, proteina asociada a la cadena zeta 70; VLA-4, molécula de adhesion de leucocitos
vasculares-4; f2M, Beta-2 microglobulina; LDH, lactato deshidrogenasa; IL-8, interleucina 8; IGHV,

cadena pesada variable de inmunoglobulina; BCR, receptor de células B.

Dentro de los factores prondsticos mencionados, hoy en dia uno de los méas confiables es el
“estado mutacional de la region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IGHV)”,
refiriendo a la presencia o ausencia de un namero significativo de mutaciones somaticas en el
gen del IGHV expresado por el clon leucémico. El proceso de hipermutacion somética (HMS)
ocurre en el centro germinal de los 6rganos linfoides secundarios, cuando un linfocito B maduro
entra en contacto con un antigeno. La consecuencia de esta union que principalmente ocurre a
través del BCR y/o por contacto con los receptores CD40/CD40 ligando (CD40L) luego de la
interaccion de las células B con las células T foliculares (conocidas como “T helper”). Esto
origina dos procesos de gran relevancia para el correcto funcionamiento de la inmunidad
adaptativa: los eventos de HMS y conmutacion isotipica (Cl). Ambos son dependientes de la

expresion de la enzima AID (por “Activation Induced cytidine Deaminase”). Especificamente
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en el proceso de HMS, se generan mutaciones puntuales en las cadenas variables del BCR que
son especificas a cada linfocito B, cuyo objetivo final es mejorar la afinidad de esa célula por
su antigeno (15). En el caso de la LLC, este proceso de HMS permite identificar al clon tumoral
responsable de la enfermedad, mientras que el analisis mutacional del BCR en particular,
identifica a pacientes con diferente pronostico. Por tanto, el perfil de HMS en la LLC permite
estratificar a los pacientes en dos categorias diferentes: aquellos con regiones IGHV mutadas
(M-LLC, porcentaje menor a 98% con respecto a la contrapartida germinal) y pacientes con
regiones no mutadas (U-LLC, porcentaje igual o mayor al 98% con respecto a su contrapartida
germinal) (15,16). Identificar si el paciente presenta o0 no mutaciones en IGHV es crucial,
puesto que tiene un importante valor prondéstico. Ya que, aquellos pacientes con un U-LLC se
asocian a un mal prondstico y una enfermedad progresiva. Por el contrario, los pacientes M-

LLC, presentan un mejor prondstico y en su mayoria una enfermedad indolente (16).

Por su parte, las alteraciones citogenéticas estudiadas mediante la técnica de FISH (hibridacién
fluorescente in situ) permiten también identificar grupos con diferentes pronosticos. Aquellos
pacientes en los cuales el clon tumoral muestra una citogenética normal o la del-13q14 muestran
un mejor pronostico que aquellos en donde el clon leucémico presenta las deleciones del gen
TP53 (del-11q) y deleciones del gen ATM (del-17p) (14). Finalmente, la otra aberracion
cromosomica es la trisomia del cromosoma 12, la cual muchas veces también es asociada a un

mal prondstico (14).

Por ultimo, los marcadores séricos como lactato deshidrogenasa (LDH) y, f2-microglobulina
(B2M) indican alta carga tumoral cuando se encuentran elevados. No son especificos de la LLC
ya que se elevan también en otras neoplasias, pero son sencillos de determinar en la practica
clinica habitual (17).

En la busqueda de un indice prondstico ideal, el cual debe ser clinicamente relevante, facilmente
aplicable, orientado a tomar decisiones terapéuticas, y factible en la practica clinica habitual se
propuso el indice internacional de pronostico de leucemia linfocitica cronica (CLL-IPI, del
inglés Chronic Lymphocytic Leukemia-International Prognostic Index). Este incorpora la edad
del paciente, el estadio de la enfermedad (sistemas Rai o Binet), la delecion y/o mutaciones con
pérdida de funcion del gen TP53, el estado mutacional IGHV y los niveles séricos de p2-

microglobulina. Estos cinco parametros se ponderan individualmente y se determina una
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puntuacion compuesta que asigna a los pacientes a uno de los cuatro grupos de riesgo con
diferente sobrevida global (SG) a 5 afos (18).

Tabla 3. indice internacional de prondstico de leucemia linfocitica cronica (CLL-IPI)

Valor CLL-IPI Categoria CLL- SG (5 afios) Tratamiento indicado
IPI
0-1 Bajo riesgo 93,2% Enfoque Watch-and-wait,

no tratar y vigilar al paciente

2-3 Riesgo intermedio  79,3% No tratar, excepto cuando la

enfermedad es sintomatica

4-6 Alto riesgo 63,3% Tratar, excepto cuando la

enfermedad es asintomatica

7-10 Muy alto riesgo 23,3% Si es posible tratar con
drogas no  citotdxicas
(quimioterapia y

quimioinmunoterapia)

Dentro de los parametros estudiados el que representa mayor puntaje es la presencia de delecién
0 mutacién en TP53, a cual se le asigna 4 puntos, mientras que aquellos pacientes con un perfil
IGHV No mutado o un valor de f2-microglobulina >3.5 mg/L reciben 2 puntos, por ultimo, una

edad > 65 afos o estadio RAI o Binet intermedio o alto recibe 1 punto (18).

1.1.4 Terapias actuales y emergentes

La decision de iniciar tratamiento depende de la presencia o no de una enfermedad activa, asi
como del riesgo de progresion. Recientemente se actualizaron las pautas para el diagnéstico y
el tratamiento de la LLC (2). El tratamiento generalmente esta indicado en pacientes con
enfermedad sintomatica o activa, pero no tipicamente entre aquellos que no tienen sintomas,

como se establece en las pautas del CLL-IPI.
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Originalmente, el tratamiento de la LLC se basaba principalmente en la quimioterapia que
incluia agentes alquilantes (clorambucilo, ciclofosfamida y bendamustina), analogos de
nucleodsidos (fludarabina, pentostatina y cladribina) y glucocorticoides. Los pacientes mas
jovenes y en forma recibian generalmente una terapia mas intensiva, mientras que los pacientes
de edad avanzada con comorbilidades eran tratados con regimenes de menor intensidad (5,19).
En el afio 1997, la utilizacion de anticuerpos monoclonales anti-CD20 como el Rituximab,
cambio el panorama de tratamiento. Este anticuerpo actla uniéndose a la molécula CD20 en la
superficie del linfocito B, lo cual permite su eliminacion a través de mecanismos de
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC) y por induccion directa de la apoptosis (20). Posteriormente se desarrolld
obinutuzumab, un anti-CD20 de segunda generacion. En la actualidad, ambos anticuerpos estan
aprobados en combinacion con otras drogas para el tratamiento de la LLC (21,22). La
incorporacion de estos anticuerpos a la quimioterapia resultd en una supervivencia prolongada
y, por lo tanto, la quimio-inmunoterapia se convirtio en la terapia estdndar antes de la llegada

de los nuevos agentes (23).

La quimio-inmunoterapia (CIT) ha sido la primera linea de tratamiento de la LLC por mucho
tiempo. Actualmente, se utiliza principalmente como tratamiento de primera linea para
pacientes jovenes y sin comorbilidades. Especialmente en los pacientes M-LLC, en cuyo caso
la combinacion de fludarabina, ciclofosfamida y rituximab (FCR) produce importantes
sobrevidas libres de progresion (SLP) en casi el 50% de los pacientes, con posibilidad de cura
en aquellos casos donde no se ha tenido recaida mas alla de los 10 afios (24,25). Sin embargo,
no es aplicable a todos los pacientes, debido a que muchos pacientes, especialmente, aquellos
mayores o con comorbilidades sufren de una recaida temprana o una respuesta deficiente a los
tratamientos (refractarios). Lo que sugiere una enfermedad de alto riesgo/agresiva que se asocia
con una sobrevida promedio corta y una mediana de esperanza de vida de <3 afos si se trata
con estos regimenes estandar, ya que, cuando ocurre la progresion de la enfermedad,
especialmente después del tratamiento de primera linea, las células de LLC desarrollan cada
vez mas resistencia a las terapias (26,27). De aqui surge la necesidad de desarrollar tratamientos
adicionales que tengan mecanismos de accion alternativos, que sean efectivos y tengan un perfil

de efectos secundarios aceptable.
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El avance en los conocimientos relacionados con los mecanismos intrinsecos de la progresion
de la enfermedad llevo a la basqueda de nuevos blancos terapéuticos, generando el desarrollo
de nuevas moléculas terapéuticas de alto impacto clinico. Estas terapias incluyen inhibidores
de la tirosina quinasa de Bruton (BTK), de la proteina anti-apoptética BCL-2 (leucemia/linfoma
2 de celulas B regulador de la apoptosis) y de la subunidad catalitica delta de fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato 3-quinasa (PI3K3). Estas drogas son mas especificas, y sin ninguna duda, se han
convertido en herramientas de gran valor en el tratamiento de la LLC en la Gltima década
(28,29). El primero de estos inhibidores aprobado en primera linea, y el mas ampliamente
utilizado en la actualidad es Ibrutinib, un inhibidor irreversible de BTK. Existe evidencia que
mas alld de su efecto directo sobre la proliferacion del clon tumoral, ibrutinib es capaz de
modular el microambiente tumoral para revertir mecanismos de evasion inmune (30). La otra
droga con un gran efecto terapéutico y muy buena respuesta es Venetoclax, un inhibidor oral
de la proteina BCL2 (B-cell lymphoma 2). BCL2 estd sobre-expresado y es crucial para la
evasion de la apoptosis del clon leucémico, de esta manera su inhibicion promueve la muerte
de la célula tumoral. Al ser un mecanismo rio abajo de p53, esta terapia ha tenido gran éxito en
aquellos pacientes con pérdida o mutacion en TP53 (31). Ademas de su uso como monoterapia,
estos nuevos agentes también se estdn evaluando en combinacion con otros agentes
terapéuticos. Un ejemplo es la terapia combinada con anticuerpos monoclonales anti-CD20
(rituximab, ofatumumab u obinutuzumab) (32-34). Por altimo, otra las drogas de importancia
en las terapias dirigidas es Idelalisib, un inhibidor de PI3KJ, proteina expresada selectivamente
en células hematopoyéticas. Al inhibir esta proteina, Idelalisib bloquea varias vias de
sefializacion celular involucradas en el mantenimiento de la viabilidad y proliferacion de la

célula B leucémica (35).
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BCR pathway inhibitors
Entospletinib (GS-9973) Ibrutinib Idelalisib
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Figura 1. Representacién de las terapias establecidas y en experimentacion en la LLC. En rojo se
observan las drogas aprobadas para su uso en LLC; drogas aprobadas con otras indicaciones se muestran en
verde; drogas en diferentes etapas de desarrollo clinico se observan en el negro. (Adaptado de Yosifov, Deyan
Y etal., 2019 (28)).

A pesar de la eficacia clinica de estos inhibidores, tanto la resistencia primaria como la adquirida
se han descrito en ensayos clinicos y en pacientes (33,34,36,37). Por ejemplo, ibrutinib ha
cambiado enormemente el resultado de los pacientes con LLC, sin embargo, la resistencia
adquirida a este, ademas de la actividad off target de la quinasa puede contribuir a los efectos
adversos, siendo esta la razén mas comun de interrupcién en la practica clinica (36). Por otro
lado, Idelalisib, si bien fue aprobado por FDA, ha tenido recientemente restricciones
importantes a causa de sus efectos adversos (38,39). Esto nos muestra que, aungue los
inhibidores han mostrado ser un tratamiento eficaz para los pacientes con LLC, existe la
necesidad de mejorar aun mas los problemas de tolerabilidad y el desarrollo de resistencia (40—
42).
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1.2 Microambiente tumoral

Historicamente, la LLC se ha considerado como una enfermedad acumulativa de linfocitos B
con defectos en la apoptosis que morfolégicamente se asemejan a pequefias células B en reposo
en la sangre con capacidad limitada para proliferar (3,6). Hoy en dia, se ha definido la naturaleza
dindmica de los clones de LLC, mostrando la proliferacion celular de clones leucémicos dentro
de estructuras llamadas centros de proliferacion o pseudofoliculos que se encuentran
frecuentemente en los ganglios linfaticos y la médula 6sea de pacientes con LLC. En los
pseudofoliculos, estan presentes poblaciones celulares especificas, incluidas las células T, las
células estromales y los macréfagos, ademas de las células endoteliales y los prolinfocitos
B/parainmunoblastos. Dentro de estas estructuras, las células de LLC mantienen interacciones
celulares y moleculares complejas con las células accesorias circundantes, denominadas
colectivamente como el "microambiente tumoral" (TME, del inglés Tumor microenvironment),

llevando a la supervivencia y proliferacion de las células de LLC (43,44).

Esta dependencia de las células leucémicas con el microambiente tumoral se evidencia con el
hecho de que, a pesar de una aparente larga vida in vivo, las células de LLC derivadas de sangre
periférica mueren rapidamente cuando se cultivan en condiciones in vitro con medios de cultivo
suplementados con suero bovino autélogo o fetal. Esto sugiere que las sefiales extrinsecas del
microambiente que rodea a las células leucémicas in vivo son esenciales para la supervivencia
prolongada de las células de LLC (43). De esta manera, las células de LLC establecen una
estrecha e intima interaccion con muchos tipos de células del microambiente tumoral, siendo
los principales actores las células estromales mesenquimales, los macréfagos, las células T, las
células NK y las células endoteliales. Esta interaccion compleja es crucial para las sefiales de
proliferacion y supervivencia de las células de LLC y contribuye en la progresion de la
enfermedad y la resistencia a los medicamentos (45,46).

Esta interaccion bidireccional se lleva a cabo mediante el contacto célula-célula, moléculas de
adhesion, ligandos de la superficie celular y sus correspondientes receptores, quimiocinas, y
citocinas (45-47). Algunos de los elementos principales involucrados en este proceso de
comunicacion son: las interleucinas, como la interleucina (IL)-4 y la IL-21, involucradas en la
supervivencia y proliferacion celular, o la IL-10 en la inmunosupresion. En segundo lugar, las

quimiocinas, tienen un papel importante en la quimioatraccion de las células hacia el
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microambiente tumoral. Ademés, CCL2 (ligando 2 de quimiocina) podria desempefiar un papel
en la supervivencia de las células tumorales mediante el apoyo indirecto a través del
microambiente. Por otra parte, los factores ligados a la membrana de las células como el CD40L
y las integrinas, pueden inducir la supervivencia celular (44,48-50). Otra posibilidad de
comunicacion del clon tumoral con el microambiente circundante es a través de vesiculas
pequefas, como las microvesiculas o los exosomas que contienen ARN, proteinas, lipidos o
metabolitos y podrian transmitir diferentes sefiales (51). En la LLC, se ha demostrado que los
exosomas pueden rescatar las células de la LLC de la apoptosis espontanea e inducida por
farmacos, mejorar su capacidad de migracion y apoyar la proliferacion de células leucémicas
(51,52).

Hay que destacar que las células LLC no son simples espectadores, sino que modelan y
manipulan activamente el microambiente circundante para su propio beneficio. Por esta razon,
se cree que el microambiente de la LLC se forma y se mantiene a traves de una co-evolucion

dindmica e interactiva entre las células leucémicas y los componentes circundantes (53).

CCR1, N
CCR4 / D
and CCR5 \

N

i CCL3 P Tcell |
[ @CLL andccls o009 \/ /
\ cell / _N-"“--\,Q o E? %) ~
4 2® o
BTK and PI3K ;
~C AT CD40
souie—CF \
antigen

‘ q
AT O e
\_v CLL cell survival

] Integrins
(T ———
[ )
pesml BTK and PI3K
@5
(B K/;_
€
. =)
éCLH Ll{ o Surface
0o0o L ) ( )antigen

Nurse-like cell

Figura 2. Microambiente tumoral en la LLC. Los factores en el microambiente LLC activan vias de
crecimiento y supervivencia que pueden ser atacados usando nuevos agentes terapéuticos. (Adaptado de
Burger et al., 2018 (5)).
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Como se observa en la figura anterior, el estudio del microambiente tumoral en la LLC ha
proporcionado evidencias para comprender la supervivencia de las células y progresion tumoral.
Todo este conocimiento ha ofrecido nuevas perspectivas para el disefio de tratamientos
alternativos. Estas nuevas estrategias terapéuticas estan destinadas a disrumpir la interaccién del
clon tumoral con el microambiente, con la finalidad de mejorar las respuestas clinicas, disminuir
la toxicidad y la resistencia a los medicamentos (48-50). De esta manera, un mayor
conocimiento de los diferentes componentes que forman parte del microambiente podria brindar
una oportunidad para optimizar el tratamiento de LLC, pudiendo incluso evaluar la combinacion
de medicamentos dirigidos a diferentes blancos terapéuticos que permitan una sinergia

terapéutica.

1.3 Antecedentes

La LLC presenta un complejo equilibrio entre la proliferacion y muerte celular. A pesar de
que la mayoria de las células leucémicas se detienen en las etapas del ciclo celular GO/G1,
Messmer y col. demostraron que en la LLC existe también una fraccion minoritaria (0.1-1%)
del clon tumoral con altas capacidades de proliferacion (54). Trabajos previos realizados en el
laboratorio de investigacion de LLC del Institut Pasteur de Montevideo, describieron la
presencia de una de estas fracciones proliferantes (FP) en la SP de pacientes con una mala
evolucion clinica (55). Estudios posteriores demostraron que esta FP muestra un proceso
activo de conmutacién isotipica asi como una alta expresion de la enzima mutagénica AID
(56). Finalmente, a través del estudio del transcriptoma y el microRNAoma de esta FP se
demostro que la proliferacion de estas células tumorales esta originada, al menos en parte, por
la activacion de la via Pi3K/AKT (57).

Lo mas interesante desde un punto de vista clinico, en referencia a las diferentes
subpoblaciones gque existen en un mismo paciente con LLC, radica en la observacion de que
ambas fracciones (quiescentes y proliferante) pueden aumentar o disminuir durante el curso
de la enfermedad. En consecuencia, la evolucion de la LLC parece depender del equilibrio
relativo entre estas subpoblaciones que, a su vez, estan influenciadas por diferentes sefiales
provenientes del microambiente (58,59). En este contexto, la estimulacion antigénica, la

interaccion de células LLC con otras células del microambiente y/o las sefiales de mediadores
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solubles (citoquinas, proteinas proinflamatorias, microvesiculas, etc) son eventos criticos, que
pueden alterar este delicado equilibrio entre quiescencia y proliferacion originando el inicio

de la progresion y/o refractoriedad terapéutica en la LLC.

En esta linea de investigacion y con el objetivo de conocer como la presencia de
microvesiculas (exosomas) en el microambiente tumoral leucémico podia influir en las sefiales
de activacion y progresion tumoral el laboratorio de iLLC llevé a cabo un estudio proteémico
de los exosomas presentes en el suero de pacientes con diferente evolucion clinica. La
caracterizacion y comparacion protedmica de microvesiculas presentes en el suero de
pacientes al momento de la progresion tumoral y con necesidad de tratamiento contra la de
pacientes en estadios indolentes de una LLC que no requiere tratamiento permitio identificar
la presencia de diferentes proteinas. Dentro del grupo de proteinas presentes en exosomas de
pacientes progresores se encontrd la proteina pro-inflamatoria (S100-A9) (60). Los estudios
de nuestro grupo permitieron mostrar que la presencia de S100-A9 no solo se encontraba en
altas cantidades en las microvesiculas sino también y de manera no fisiologica en los linfocitos
leucémicos. Ademas de esta sobreexpresion estos estudios describen que la presencia de S100-
A9 en los exosomas de estos pacientes son capaces de activar una de las vias mas comdnmente
asociadas a la progresion leucémica como es NF-kB. Estos resultados sugieren que la
expresion de S100-A9 en el clon tumoral y su incorporacion a microvesiculas, que son luego
extravasadas al espacio intercelular podrian gatillar la activacion constitutiva de NF-kB en la
celula leucémica originando de esta manera una nueva fuente de proliferacion y supervivencia
del tumoral (60).

La proteina humana S100-A9 es una proteina de bajo peso molecular, perteneciente a la familia
de proteinas S100, que tiene alrededor de 20 miembros. También conocida como MRP-9 (del
inglés: myeloid-related protein) y calgranulina B (61). Las investigaciones de las dltimas
décadas han demostrado que la desregulacion de las proteinas S100, tipicamente la regulacion
positiva, es muy comun en varios tipos de cancer y esta relacionada con casi todos los aspectos

del crecimiento tumoral, angiogénesis, metastasis y resistencia a los medicamentos (61,62).
Especificamente S100-A9 ha sido descrita como un mediador inflamatorio liberado por células

de origen mieloide; asociada con la promocién de tumores, metastasis e inflamacion crénica

(63,64). Niveles séricos elevados de S100-A9 estan asociados con enfermedades inflamatorias
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como artritis reumatoide, fibrosis quistica, enfermedad de Alzheimer y Crohn (65). Ademas,
S100A-9 es necesaria para reclutar células mieloides supresoras (MDSC) en modelos tumorales
(66). En el espacio extracelular la funcion de esta proteina depende de las interacciones con sus
receptores, y actualmente se han descrito cinco: los mas clasicos, TLR4 (receptor tipo Toll 4) y
RAGE (receptor para productos finales de glicosilacion avanzada), y otros como el receptor
CD33 en células mieloides inmaduras (66,67), el receptor CD36 en plaquetas (68) y el receptor

de matriz extracelular inductor de metaloproteasas (EMMPRIN) en linfocitos (69).

Dentro de estos receptores, RAGE es una molécula de superficie celular que se ha descrito
anteriormente como un receptor multi-ligando de la superfamilia de las inmunoglobulinas (70).
Este se ha propuesto como receptor de varios miembros de la familia de proteinas S100 ya que
se ha encontrado la co-expresion de RAGE vy distintas S100 en tejido tumoral de prostata, mama
y pulmoén (71,72). EMMPRIN (Extracellular matrix metalloproteinase inducer), también
denominado CD147, es una molécula encontrada en la superficie celular y que ha sido asociada
anteriormente con el cancer (73). Sin embargo, el principal ligando descrito para RAGE es el
heterodimero formado por S100-A8 y S100-A9 mientras que para EMMPRIN se ha descrito
especificamente la unién de este receptor al dimero de S100-A9 (63), y teniendo en cuenta que
los resultados obtenidos por nuestro grupo muestran como proteina de interés en la progresion
leucémica a S100-A9, pero no a S100-A8 es que nuestros estudios se comenzaron a focalizar
en el receptor EMMPRIN. Ademas de ello existen numerosos trabajos mostrando que la
expresion EMMPRIN se encuentra elevada en células tumorales humanas, relacionando esta
expresion con la invasion tumoral, metastasis, angiogénesis y resistencia a tratamiento (74).
Asimismo, se ha visto que la interaccion S100-A9/EMMPRIN promueve la metastasis en

melanoma (63).

En este contexto, las diferentes funciones de S100-A9 modulando las enfermedades
inflamatorias, la respuesta inmune y el desarrollo tumoral, asi como su capacidad de unirse a
distintos receptores, han sefialado a esta proteina como un blanco terapéutico en humanos. En
consecuencia, se han desarrollado distintos inhibidores (Quinoline-3-Carboxamidas) conocidos
como compuestos Q (75). Muchos de ellos han sido utilizados en diferentes ensayos clinicos: el
Laquinimod para el tratamiento de la Esclerosis Multiple (76,77), el Paquinimod para el Lupus
Eritematoso Sistémico (78) y el Tasquinimod en la terapia del cancer de prostata metastasico
resistente a la castracion (79). Segun nuestro conocimiento, estos inhibidores ain no se han

evaluado en LLC.
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Especificamente tasquinimod ha reportado maltiples efectos sobre el microambiente tumoral,
su mecanismo de accion se basa en bloquear la interaccion entre S100-A9 y sus receptores
(80,81). Actualmente se encuentra en una etapa avanzada de evaluacion clinica como agente
anticancerigeno en diferentes neoplasias. Entre los ensayos clinicos en curso, tasquinimod se
esta estudiando en un ensayo de Fase 11l en cancer de prostata metastasico (82) y en un ensayo
de Fase Il en carcinomas de células hepatocelulares, de ovario, gastricos y renales (83). Méas
recientemente, su uso en una neoplasia hematologica esta siendo evaluado en un ensayo clinico

en fase | en Mieloma Multiple (84).

1.4 Justificacion del trabajo final de carrera

Los antecedentes reflejan el desafio de identificar nuevos blancos terapéuticos que permitan
mejorar las terapias existentes y que representen una alternativa para aquellos pacientes que son
refractarios a los tratamientos actuales. En este contexto, la interaccion del clon leucémico con
el microambiente tumoral juega un papel fundamental. Por esta razén, lograr una mejor
comprensidn de las interacciones entre el linfocito B de LLC y su microambiente podria ayudar
a dilucidar nuevos blancos terapéuticos. La obtencion de nuevas moléculas a ser probadas
especificamente en aquellos pacientes refractarios o resistentes a las drogas de ultima
generacion (Ibrutinib, Venetoclax, Idelalisib, etc) podrian ayudar a la cura de esta enfermedad,
que actualmente sigue considerandose incurable. Dado que S100-A9 aparece como un jugador
clave en las interacciones con el TME y se sugiere un importante papel para esta proteina en la
progresion leucémica este trabajo final de carrera tiene como objetivo evaluar el rol de S100-
A9 en la progresion tumoral y estudiar la posibilidad de que esta proteina sea considerada como

un nuevo blanco terapéutico en la LLC, a través del uso de inhibidores como el Tasquinimod.
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Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el rol de la proteina S100-A9 en la Leucemia Linfoide Crénica a través de la
caracterizacion molecular de los receptores EMMPRIN y RAGE, y la activacion de la via de
sefializacion PI3K/AKT en el clon leucémico.

2.2 Objetivos especificos:

1. Caracterizacion de los receptores de la proteina S100-A9 (RAGE y EMMPRIN) en el clon
leucémico de pacientes con LLC y en donantes sanos.

2. Evaluacién de la via de sefializacion PI3K/AKT luego de la activacién con la proteina S100-
A9 en células de pacientes con LLC.

3. Inhibicion de la proteina S100-A9 con Tasquinimod y evaluacién de la via de sefializacion
PI3K/AKT en células de pacientes con LLC.
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Metodologia

3.1 Soluciones y medio de cultivo

Rojo ponceau: Para preparar una solucion de 100 mL se utilizd: 0,5% Rojo ponceau S,
1% Acido acético glacial, 99 mL H.0 destilada.

Inhibidor de proteasas (10X): 1 Tableta cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche
#11836153001) en 1 mL de H20 destilada.

Inhibidor de fosfatasas (25X): 1 Tableta PhosSTOP™ (Roche #04906845001) en 2 mL de
H-0 destilada.

Solucién de stripping: 7 M de guanidina, H20 destilada.

Solucién monobasica de fosfato de sodio 0,5M: NaH2PO40,5M H20 destilada.

Solucioén dibasica de fosfato de sodio 0,5M: NaH2PO40,5M H,0 destilada.

Solucién Ficoll-Histopaque®-1077: Solucién isoténica de Ficoll Histopaque (Sigma-Aldrich).

Solucion de polisucrosa y diatrizoato de sodio con una densidad de 1,077 g/L.

Medio de cultivo RPMI completo: Medio de cultivo RPMI con 1% HEPES, 1% piruvato de
sodio, 1% antibidticos (penicilina y estreptomicina), suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB).

3.2 Buffers

Buffer fosfato salino (PBS) 10X: Solucion preparada con NaCl 0,138 M, KCI 0,027 M,
Na;HPO4 0,078 M y KHPO4 0,015 M, pH 7,4.

29



Buffer fosfato de sodio 0.5M: La solucion dibésica de fosfato de sodio 0,5M se lleva a un pH
de 7,5 agregando la cantidad necesaria de la solucién monobésica de fosfato de sodio 0,5M, pH
7.5.

Buffer de lisis celular RIPA: Solucién preparada con NaCl 150 mM, Tris HCI 25 mM pH 8,
1% NP-40 1%, 0,1% SDS, 1% Dexycolate.

Buffer de electroforesis 10X: Solucién preparada con 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1%
SDS, pH 8.3.

Buffer de carga Laemmli 6X: Solucion preparada con Buffer Tris base-HCI 300 mM pH 6,8,
12% SDS, 30% glicerol, 0,6% azul de bromofenol y ditiotreitol 600 mM.

Buffer Tris-glicina 10X: Solucion preparada con 25 mM Tris, 192 mM Glicina, pH 8.3.

Buffer transferencia himeda 1X: Solucion preparada con 10% Buffer Tris-glicina 10X, 10%
etanol 95%, H20 destilada

Buffer PBS 1X-Tween 20 0.3%: Solucién preparada con 10% Buffer PBS 10X, 0,3% Tween
20, H20 destilada.

Buffer de fijacién celular: Solucién preparada con 4% PFA, PBS 1X.

Buffer de permeabilizacién celular PBS-Saponina: Solucién preparada con 0,5% Saponina
4% SFB, PBS 1X.

3.3 Anticuerpos

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en citometria de flujo

Anticuerpo Compaiiia Clon Fluorocromo Dilucion
Anti-IgM Jackson Policlonal PE 1:50
#709116073
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Biolegend

Anti-CD5 :
4300606 UCH2 FITC 1:50
_ Santa Cruz H-300 No conjugado 1:4
Anti- RAGE
#5563
Anti-conejo 19G nyitrogen Policlonal ~ APC 1:1000
(Ac. secundario) #A10523
) Biolegend HIM6 PE/Cy7 1:10
Anti- EMMPRIN
#306216
Anti-pAKT Invitrogen
(ser473) s1r.oegs  SDRNR APC 1:200
Isotipo Invitrogen
raton 1gG2a, k Policlonal APC 1:200
#17-4015-82

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en Western Blot.

Anticuerpo Compaiia Clon Origen Dilucion
Anti-EMMPRIN  Santa Cruz 8D6 Ratén 1:100
(CD147) #21746
Anti-EMMPRIN  Abcam EPR4053 Conejo 1:100
(CD147) #ab108308
Anti-raton 190G gania cryz - Proteina 1:5000
HRP recombinante de
) #525409 raton
(Ac. secundario)
Anti-GAPDH Abcam Policlonal Conejo 1:5000
#ab37168
Anti-conejo  19G ;i a.
HRP Slgma Policlonal Cabra 1:5000
Aldrich

(Ac. secundario)
#A0545




3.4 Procedimientos generales

3.4.1 Muestras de pacientes con LLC

Las muestras utilizadas en el presente trabajo final de carrera provienen de pacientes atendidos
en los servicios de Hematologia del Hospital Maciel, contando con la aprobacién del comité de
ética de la investigacion del Hospital Maciel. Todos los pacientes proporcionaron un
consentimiento informado, de acuerdo con las regulaciones éticas de Uruguay y de la
Declaracion de Helsinki. El diagnéstico de LLC se basO en caracteristicas celulares e
inmunofenotipicas, de acuerdo con las guias de diagnostico vigentes. Las caracteristicas

clinicas especificas de cada paciente se encuentran en el Anexo.

3.4.2 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

El proceso de aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se realiz6 en
esterilidad en cdmara de flujo laminar. Las células mononucleares fueron obtenidas a partir de
muestras de sangre periférica con heparina (20 ml). Se traspaso la SP a tubos Falcon® de 50
mL., se agregd PBS 1X en una relacion 1:1 y se mezcl6 por inversion. Se agregaron 5 mL de
solucidn Ficoll-Histopaque a tubos Falcon® de 15 mL, y se traspasaron 10 mL de la dilucion
de SP-PBS 1X a cada tubo, en una relacién de 1:2, despacio con cuidado de no mezclar. Este
gradiente fue centrifugado a 600 rcf durante 30 minutos a temperatura ambiente (configurando
la centrifuga sin aceleracion ni freno). Luego, con una pipeta de 5 mL se recogid la interfase de
CMSP y se paso a otro tubo Falcon® de 50 mL. La fraccion de plasma se recupera en un tubo
Falcon® de 15 mL y se almacena a -80°. Al tubo Falcon® conteniendo las CMSP se le agreg6
PBS 1X hasta completar el tubo y se centrifug6 8 minutos a 400 g. Luego se descartd el
sobrenadante y se resuspendieron las células en 20-30 mL de PBS 1X (dependiendo del pellet
observado), en este paso se toma un volumen de 10 pL para el recuento celular. Las muestras
de CMSP se dividieron en tubos Falcon® de 15 mL segun la cantidad a congelar y se
centrifugaron 5 min a 400 rcf a temperatura ambiente. Finalmente se descarto el sobrenadante,
se procedio a criopreservar las muestras resuspendiendo el pellet en 90% SFB 10% DMSO, se
dividio el volumen entre los crioviales y se colocaron en el recipiente de congelacion Mr.

Frosty™ (Thermo Scientific), almacenadas a -80°C y posteriormente en nitrogeno liquido.
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Figura 3. Representacién del aislamiento de CMSP por gradiente de Ficoll-Histopaque. A) Gradiente

previo a centrifugar B) Gradiente luego de centrifugar. Se observa la separacién por gradiente de densidad.
Las CMSP se encuentran en la interfase situada entre el plasma y el Ficoll. Por Gltimo, en el sedimento se

encuentran los eritrocitos y polimorfonucleares.

3.4.3 Descongelado de CMSP

Los pacientes fueron divididos en dos grupos: (1) progresores, caracterizados por tiempo de
duplicacion de linfocitos <6 meses, tratamiento requerido dentro de los primeros 3 afos,
expresion de AID y estado mutacional de IGVH No mutado (U-LLC), y (2) indolentes,
caracterizados por tiempo de duplicacion de linfocitos >4 afios, no requieren tratamiento

después de 4 afios, estado mutacional de IGVH mutado (M-LLC) y ausencia de AID.

Todo el proceso de descongelado de crioviales conteniendo CMSP de pacientes con distinta
evolucion clinica (indolentes y progresores) almacenados en tanques con nitrogeno liquido se
realizd en esterilidad en camara de flujo laminar. Se comenzo termostatizando el medio RPMI
completo a 37°C, y el contenido de los viales se resuspendié rapidamente en 10 mL de este
medio para evitar la muerte celular debido al DMSO utilizado para el congelado de las células.
Posteriormente las muestras se centrifugaron 8 minutos a 400 rcf, y se descarto el sobrenadante.
En este punto existian dos alternativas dependiendo del experimento a realizarse con las células.
Para los experimentos relacionados con proteinas, se procedid a resuspender las células en 1 mL

de PBS 1X, y en este paso se tomd un pequefio volumen para realizar el conteo de células y
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viabilidad celular. El conteo se realizé empleando una dilucién 1:2 con Trypan blue (colorante
que se incorpora en la membrana de las células muertas tifiéndolas de azul, funcionando como
método de exclusién) y utilizando la camara de malassez en el microscopio o el contador
automatico Countess™ 3 FL Automated Cell Counter (Invitrogen #AMQAF2000). Las células
se centrifugaron nuevamente 8 minutos a 400 rcf, y como altimo paso de la preparacion de
muestras para proteinas se retir6 el sobrenadante en su totalidad con el fin de obtener pellet seco

de células.

Por otro lado, si el objetivo era mantener las células en cultivo para los ensayos de activacion
con S100-A9, luego de descartar el sobrenadante se resuspendieron en 1 mL medio de cultivo
RPMI completo, se tomo un pequerio volumen para realizar el conteo de células como se explico
anteriormente, y se prosiguié con el protocolo de cultivo celular que sera explicado mas

adelante.

3.5 Caracterizacion de los receptores de la proteina S100-A9 (RAGE, EMMPRIN)

3.5.1 Citometria de flujo

Para realizar el marcaje de los receptores por citometria de flujo se trabajo en placas de 96
pocillos. Se colocaron un aproximado de 300.000 células en cada pocillo, se centrifug6 a 400 g

por 5 minutos y se realiz6 un lavado con PBS 1X.

Figura 4. Pocillos empleados para el marcaje para citometria de flujo de EMMPRIN y RAGE.

A continuacion, las muestras se resuspendieron en 100 pL del marcador de viabilidad Zombie
Aqua™ Fixable Viability Kit (BioLegend #423101) diluido 1:1000 y se incubaron en oscuridad
15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron dos lavados con PBS 1X y se
prosiguié a realizar el marcaje extracelular. Los anticuerpos utilizados para el marcaje
extracelular de las distintas poblaciones celulares en este experimento fueron: anti-CD5-FITC

que reconoce las moléculas CD5 que se expresan especificamente en células B leucémicas, de
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manera de poder identificar el clon tumoral caracterizado por células CD5+, anti-lgM-PE, anti-
EMMPRIN-PE Cy7 y anti-RAGE. Para esto se resuspendio el pellet celular con los respectivos
anticuerpos de superficie diluidos en PBS 1X a la concentracion indicada segun correspondia
(Ver tabla 4). Las muestras se incubaron 30 min a 4°C en oscuridad. Posteriormente se
realizaron dos lavados con PBS 1X, se resuspendieron los pozos correspondientes a EMMPRIN
en 150 puL de PBS 1X y se traspaso su contenido a tubos conteniendo 150 pL de PBS 1X. Se
continud el marcaje de RAGE ya que el anticuerpo primario utilizado no esta conjugado a un
fluorocromo, por lo que fue necesario agregar un anticuerpo secundario. Para esto se incubaron
los pozos respectivos a RAGE con el anticuerpo secundario anti-conejo-APC por 30 min a 4°,
posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS 1X 'y, por ultimo, se resuspendié cada pozo con
150 pL de PBS 1Xy se traspasé a tubos conteniendo 150 pL de PBS 1X.

Paralelamente se prepararon perlas UltraComp eBeads™ Compensation Beads (Invitrogen
#01-2222-41) que fueron utilizadas para realizar la compensacion de la fluorescencia, esto
permite corregir la superposicion que generan los espectros de emision de los
fluorocromos. Cada gota de perlas contiene dos poblaciones: una poblacion positiva que
captura cualquier anticuerpo y una poblacidn negativa que no reaccionara con el anticuerpo,
por lo tanto, cuando se afiade un anticuerpo conjugado con un fluorocromo a las perlas, se
obtienen una poblacion positiva y otra negativa. Se utilizaron las perlas marcadas con

anticuerpos conjugados a: APC, PE, FITC y Pacific blue.

Las adquisiciones fueron realizadas en el citbmetro Attune NXT (Invitrogen #A24858). Este
equipo posee 4 laseres: 488 nm (azul), 638 nm (rojo), 405 (violeta) y 561 (amarillo). Se
utilizaron los siguientes filtros: 450/40 para la deteccion de Zombie Aqua, 530/30 para CD5 y
585/15 para IgM. En cuanto a los receptores se utilizaron los filtros 670/14 para la deteccion de
RAGE y el 780/60 para la deteccion de EMMPRIN. El analisis de datos se realizo en el software
FlowJo Version 10 (FlowJo, LLC).
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3.5.2 Ensayos de Western Blot

3.5.2.1 Extraccién de proteinas

A partir del pellet celular seco se comenzd la extraccion de proteinas. El pellet se resuspendio
en buffer de lisis celular RIPA al cual se le afiadi6 inhibidor de proteasas y fosfatasas, calculando
la cantidad 6ptima de buffer RIPA dependiendo del nimero de células, pipeteando repetidas
veces para lograr la homogeneizacion. Posteriormente, para llevar a cabo la lisis y la extraccion
proteica se utilizé un homogeneizador ultrasénico equipado con un sonotrodo de micro-punta,
sometiendo a las muestras a un pulso ultrasénico de amplitud 30% en un modo de ciclo de
ultrasonidos de 15 seg. sonicacion y 10 seg. de descanso, con 4 pulsos en total. Luego se
procedid a centrifugar a 13.500 rcf por 15 min a 4°C, y se recogio el sobrenadante (fraccion

soluble) donde se encuentran las proteinas. Se almacenaron a -20 hasta su utilizacion.

3.5.2.2 Cuantificacion de proteinas

Se determind la concentracién de proteina de cada muestra mediante el ensayo de proteina
Pierce BCA (Thermo Scientific™ #23227). El fundamento de este método consiste en la
reaccion entre las proteinas con iones Cu®* en un medio basico. Esta reaccion da lugar a iones
Cu+, los cuales al reaccionar con el BCA dan lugar a un complejo coloreado violeta cuyo pico
de absorbancia se encuentra a 562 nm, permitiendo determinar la concentraciéon de proteinas

mediante espectrofotometria UV-visible.

La cuantificacion se realizd en placas de 96 pocillos, utilizando una curva estandar de
concentraciones de seroalbumina bovina (BSA) entre 0,1-1 mg/ml. Una vez sembrada la placa,
se protegio de la luz con papel aluminio y se incub6 a 37 °C por 30 minutos. Y como se
menciono, la medicion se realizo en lector de placas midiendo absorbancia a 562 nm. Los datos
obtenidos (absorbancia) fueron analizados con el software de Microsoft Excel, graficando la
curva estandar y realizando un ajuste lineal de manera de obtener la ecuacion del grafico. A
partir de la ecuacidn se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras evaluadas, y se
calcul6 la concentracion proteica de cada una de ellas. Una vez determinada la concentracion
que poseia cada muestra, estas se diluyeron en buffer de carga Laemmli para SDS-PAGE y se

calentaron a 95°C durante 10 min, para favorecer la desnaturalizacion de las proteinas y reducir
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los enlaces de disulfuro. Las muestras desnaturalizadas en buffer de carga fueron almacenadas
a -20° C hasta su utilizacion.

3.5.2.3 Electroforesis SDS-PAGE

Para realizar la electroforesis SDS-PAGE se prepararon geles de poliacrilamida SDS al 10%.
La preparacion de los geles separador y concentrador se llevo a cabo siguiendo las indicaciones
de las tablas A8-9 y A8-10 respectivamente del libro Antibodies: A Laboratory Manual
(Harlow, E. and Lane, D). Se sembraron un total de 50 pg de lisado de proteinas por carril, y se
afiadio el marcador de peso PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 a 180 kDa (Thermo
Scientific™ #26616). Se corrio utilizando el buffer de electroforesis el cual contiene Tris (para
mantener el pH), Glicina (conductor de electricidad) y SDS (mantiene las proteinas cargadas
negativamente), fijando la corriente eléctrica en 25 mA constantes por gel, por
aproximadamente 2 hs. El progreso en el gel se monitorizé observando el frente de corrida y la
posicién del marcador de peso, deteniendo la corrida al visualizar que el frente alcanzara el final

del gel.

3.5.2.4 Western Blot

Finalizada la electroforesis las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
utilizando un sistema de transferencia himedo con buffer de transferencia 1X, durante 1:30 h a
una corriente eléctrica constante de 150 mA. Para confirmar la correcta transferencia de
proteinas se tifid la membrana con rojo ponceau, colorante general de proteinas, lo que permite
confirmar la transferencia de proteinas a simple vista. Se lavo la membrana con agua destilada
para eliminar el exceso de tincion del rojo ponceau y se acab0 de destefiirla con PBS 1X. A
continuacion, la membrana se bloque6 con leche descremada al 5% en PBS-Tween 20 0.3%
durante 1 hora a 37° para eliminar las posibles uniones inespecificas del anticuerpo. Una vez
bloqueada la membrana se dej6 incubando durante la noche a 4° C con el anticuerpo primario
anti-EMMPRIN (1:100) diluido en leche descremada al 3% en PBS-Tween 20 0.3% bajo
agitacion suave constante. Posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS-Tween
20 0.3% en agitacion. A continuacion, se procedi6 a incubar la membrana con el anticuerpo
secundario anti-raton conjugado a HRP (Tabla 4) a una dilucién de 1:5000 por 1 h a temperatura
ambiente en agitacion suave. Luego se repite el ciclo de 5 lavados con PBS-Tween 20 0.3% y

se procede al revelado por quimioluminiscencia. Para esto la membrana se incubd en la solucion
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reactiva que contiene los sustratos de la peroxidasa de rdbano provenientes de Super Signal West
Pico Chemiluminescent Kit (Thermo Scientific™ #34080), y se emplea siguiendo las
indicaciones del fabricante. Acabada la incubacion con el sustrato (1 minuto), se retir0 el exceso
de sustrato y la sefial de quimioluminiscencia se registré utilizando el fotodocumentador Image
Quant 800 (Amersham).

Una vez obtenida las imagenes para EMMPRIN como control de carga proteica se analizo la
expresion de GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). Para esto se realiza el
protocolo de stripping incubando la membrana con 7 M de cloruro de guanidina durante 7
min en agitacion suave. Se realizaron 3 lavados de 2 min con PBS-Tween 20 0.3% en
agitacion, se blogue6 de la membrana con 5% leche descremada en PBS-Tween 20 0.3% por
1 ha37°C,y se retoma el protocolo desde este punto utilizando el anticuerpo anti-GAPDH y

posteriormente el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP (Tabla 4).

Para estimar en modo semi-cuantitativo los experimentos de Western Blot se realizd
densitometria. Para esto, la intensidad Optica de las bandas correspondientes a la sefial de interés

fue cuantificada utilizando el programa ImageJ 1.50b (http://imagej.nih.gov/ij). Donde se

delinea un &rea rectangular que abarque todas las bandas de interés y se obtiene una gréfica que
representa el nivel de grises a lo largo del rectangulo seleccionado. El valor correspondiente a
cada banda se obtiene separando los picos especificos de cada una y eliminando el background.
Finalmente, los valores de las sefiales obtenidas de EMMPRIN se dividen por los valores de la
sefial obtenida de GAPDH, obteniéndose un valor de cantidad relativa. Posteriormente, los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (version 9), la
significancia estadistica se determiné utilizando el test no paramétrico Mann Whitney test para

comparar entre muestras no pareadas. P valores < 0,05 fueron considerados significativos.

3.5.2.5 Ensayo de desglicosilacion de proteinas

Con el fin de estudiar las glicosilaciones de EMMPRIN se llevd a cabo un ensayo de
desglicosilacion desnaturalizante utilizando la enzima N-glicosidasa F, conocida como PNGasa
F (Promega #V4831) siendo uno de los métodos mas eficaces y sencillos para eliminar
practicamente todos las N-glicosilaciones de las glicoproteinas. Para realizar el ensayo se
siguieron las indicaciones del fabricante. Se parti6 de 20 pg de lisado de proteinas contenidos
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en buffer RIPA, al cual se le agregé 1 pL de SDS 5% y 1 uL de 1M DTT, y se procedio a
desnaturalizar la muestra calentando a 95°C por 5 min. A continuacion, se dejo enfriar la
muestra por 5 min a temperatura ambiente, se agregaron 2 ul de buffer sodio fosfato 0.5M (pH
7.5), 2 ul de NP-40 10% y 2 pl de PNGasa F obteniendo un volumen final de 20 pl, y se incubd
por 3 hs a 37°. Por ultimo, luego de la incubacidn se agrega el buffer de carga a la muestra y se
almacena a -20°C hasta su utilizacion. El producto de la desglicosilacion se visualiza realizando

un Western Blot tal como se explica anteriormente.

3.6 Ensayos de activacion e inhibicion celular

Los ensayos de activacion e inhibicion celular se realizaron en esterilidad en camara de flujo
laminar. Teniendo en cuenta la concentracion celular obtenida luego del descongelado de las
células, estas se ajustaron a una concentracion final de 2x10° células/mL en medio RMPI
completo. En todos los tratamientos aplicados, las células se sembraron en placas de cultivo de
48 pocillos a una densidad de 1x10° células/pozo por condicion. Las células se mantuvieron en

un incubador con una temperatura de 37°C y una atmdsfera de 5% de COz por 72 hs.

3.6.1 Activacién de células leucémicas con S100-A9

Para estudiar la fosforilacion de AKT en las células leucémicas de pacientes luego de la

activacion con S100-A9 se realizaron tres condiciones:

- No activado: células no tratadas.

- S100-A9: se colocaron 10 pg/mL de esta proteina recombinante humana comercial
(Mybiosource #MBS959475).

- Control de estimulacion Forbol-12-miristato-13 acetato (PMA)+ionomicina (1I):
PMA se utilizé diluida 1:1000 agregando 5 pL por pozo, obteniendo una
concentracion final de 50 ng/mL. La ionomicina se utilizo diluida 1/100, agregando
2,5 UL por pozo, 100 a una concentracion final de 1 ng/mL.
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No

Activado S100A9

Figura 5. Pocillos empleados para el ensayo de activacion con S100-A9.

3.6.2 Inhibicion con tasquinimod

Con el fin de estudiar el efecto inhibidor de tasquinimod sobre la fosforilacion de AKT, las
células leucémicas de pacientes fueron tratadas con una concentracion del inhibidor de 10 nM.

Para este ensayo se sembraron las siguientes condiciones:

- No activado: se agregaron 20 ul DMSO (vehiculo de la droga) diluido 1:100 en
medio RPMI completo al igual que fue diluido el Tasquinimod.

- S100-A9: Se colocaron 10 pg/mL de esta proteina humana comercial (Mybiosource
#MBS959475).

- S100-A9+Tasquinimod (MedKoo #202852): Se incubd previamente 30 min a 37°
la mezcla de S100-A9 comercial (10 pg/mL) y tasquinimod diluido 1:100
(concentracion final de 10 nM), y se agrega la mezcla a los pozos correspondientes.

- Control de estimulaciéon PMA/ionomicina: PMA se utilizo diluida 1:1000 agregando
5 pL por pozo, obteniendo una concentracion final de 50 ng/mL. La ionomicina se
utilizo diluida 1, agregando 2,5 pL por pozo, 100 a una concentracion final de 1

ng/mL.

No S100A9 +
Activado S100A9 tasquinimod

Figura 6. Pocillos empleados para el ensayo de inhibicién con tasquinimod.
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3.6.3 Evaluacion de la fosforilacion de AKT por citometria de flujo

Posteriormente, la determinacion de la fosforilacion de pAKT en la poblacion celular de interés
se realizo por citometria de flujo. Para esto las células leucémicas tratadas en cultivo se
colocaron en placas de 96 pocillos, colocando 150 pL (aproximadamente 300.000 células) de
cada condicion en un respectivo pozo, luego fueron centrifugadas a 1700 rpm por 5 minutos y

se realizo un lavado con PBS 1X.

No S100A9 +
. e S100A9 tasquinimod .

Figura 7. Pocillos empleados para el marcaje por citometria de flujo para la evaluacién de la

fosforilacion de AKT. El pocillo no activado permitié estudiar si existe una diferencia entre las células no
activadas y aquellas estimuladas con S100-A9. El control positivo consistio en una estimulacién de las células

con PMA e ionomicina.

A continuacion, las muestras se resuspendieron en 100 pL del marcador de viabilidad
LIVE/DEAD™ Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (Invitrogen # L34955) diluido 1:1000 y se
incubaron en oscuridad 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron dos
lavados con PBS 1X y se prosiguio a realizar el marcaje extracelular con el anticuerpo CD5-
FITC (Tabla 4), marcador de superficie de las células B leucémicas. Para esto se resuspendid
el pellet celular en 20 pL del anticuerpo diluido en PBS 1X 1:50 y se incub6 por 30 min a 4°C.
Luego de la incubacion se realizaron 2 lavados con PBS 1X'y prosiguio a realizar la fijacion y
permeabilizacién celular. Para la fijacion de las células cada pocillo se resuspendi6 en 150 pL
de 4% paraformaldehido (PFA) (Sigma-Aldrich #158127) en PBS 1X durante 15 minutos a
temperatura ambiente y, luego de un lavado con PBS 1X, se permeabilizaron con 150 pL del
buffer de permeabilizacion PBS-Saponina durante 10 minutos a 4°C, y se centrifugd a 1700
rpm por 5 min. A continuacion, se realizd el marcaje intracelular con los anticuerpos: isotipo
anti-raton APC, anti-IgM PE y anti-pAKT®473) APC (Tabla 4). Se resuspendio el pellet con el
anticuerpo correspondiente diluido en el buffer PBS-Saponina segun correspondia (Tabla 4) y

se incubd por 30 min a 4°C. Luego de la incubacion se realizaron 2 lavados con buffer PBS-
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Saponina, se resuspendieron los pozos en 150 pL de PBS 1Xy se traspaso su contenido a tubos
conteniendo 150 pL de PBS 1X.

Paralelamente se prepararon perlas UltraComp eBeads™ Compensation Beads (Invitrogen
#01-2222-41) que fueron utilizadas para realizar la compensacion de la fluorescencia. Se
utilizaron las perlas monomarcadas con los anticuerpos conjugados con APC, PE, FITC y

Pacific Blue.

Las adquisiciones fueron realizadas en el citdmetro Attune NXT (Invitrogen #A24858). Se
utilizaron los siguientes filtros: 450/40 para la deteccion de LIVE/DEAD, 530/30 para detectar
CD5, 585/15 para detectar IgM, y 670/14 para la deteccion del isotipo y pAKT. El analisis de
datos se realizo en el software FlowJo Version 10 (FlowJo, LLC). Posteriormente, los analisis

estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (version 9).
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Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion de los receptores de S100-A9: RAGE y EMMPRIN

4.1.1 Anadlisis de la expresion de RAGE y EMMPRIN por citometria de flujo

El primer objetivo de este trabajo final de carrera consistid en caracterizar la expresion de los
receptores de la proteina S100-A9: RAGE y EMMPRIN. Para ello se comenzé estudiando su
expresion en células B de pacientes con LLC y donantes sanos mediante citometria de flujo.
Para este ensayo se utilizaron CMSP de estos individuos, las cuales fueron marcadas con los
anticuerpos: anti-CD5, anti-IgM, Anti-RAGE y Anti-EMMPRIN.

A continuacion, en la figura 8 se presenta la estrategia de gating utilizada para el analisis de los
datos. Se separ6 la poblacion de linfocitos en funcion del tamafio y granularidad, eliminando
los restos celulares y los dobletes. Con el marcador de viabilidad Zombie aqua se seleccionaron
aquellas células vivas (“viables™), que como observamos representaban la mayoria (>90%).
Para la identificacion de las células B se utilizaron anticuerpos anti-IgM y anti-CD5 conjugados
directamente a PE y FITC, respectivamente. En la figura 8E puede observarse el clon tumoral
de células B (IgM+ CD5+) caracteristico de la LLC, el cual representa practicamente el total de
las células (91%), a diferencia del donante sano donde el porcentaje de linfocitos B IgM+ es de
4,91% (figura 8D). Una vez seleccionada la poblacion de células B en ambos grupos se
determind la expresion de los receptores RAGE o EMMPRIN analizando tanto el porcentaje de
células que expresan los receptores, como la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada

uno.
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Figura 8. Estrategia de gating para los ensayos de expresion de los receptores EMMRPIN y RAGE. Se
muestra un ejemplo de analisis para este ensayo en el software FlowJo (Version 10). A) En el dot plot de
Side Scatter (SSC-A) y Forward Side (FSC-A) se seleccionaron las células excluyendo restos celulares. B)
Se aplicd dicha region y en el dot plot de FSC-A y FSC-H se excluyeron los agregados celulares
seleccionando sélo los singuletes (células individuales). C) Seleccionando los singuletes en el dot plot de

FSC-A 'y Zombie se seleccionaron aquellas células no marcadas con Zombie, que corresponden a las células
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viables. D) Tomando la regidn de células viables en el dot plot de CD5 e IgM se seleccionaron las células B
en el donante sano caracterizadas por ser IgM+ E) Se seleccionaron las células B en el paciente de LLC

caracterizadas por ser IgM+ CD5+.

Para determinar el porcentaje de células positivas se utilizd6 como referencia el control de
fluorescencia menos uno (FMO) (Fluorescence Minus One), para este control se marcaron las
células con todos los anticuerpos (CD5-FITC, IgM-PE y Zombie-Pacific Blue) menos el
anticuerpo correspondiente al receptor a evaluar. En el caso de EMMPRIN el FMO se realiz
marcando las células con todos los anticuerpos conjugados antes mencionados, menos el
anticuerpo anti-EMMPRIN-PE Cy7. Debido a que RAGE no se encuentra conjugado a un
fluorocromo fue necesario colocar un anticuerpo secundario, por lo que al realizar el control de
FMO se procedié como fue descrito antes, pero con la diferencia que fue agregado el anticuerpo
secundario anti-conejo 1gG-APC. EI FMO permite identificar y seleccionar la poblacion

positiva. Los resultados se presentan a continuacion en las figuras 9y 10.

LLC A DS

I| 74,3% II
' | 14,7%

FMO |

1 2 3 4 5 B
10 10 10 10 107 10
RAGE-APC-A

T LB LLL | LI LAY | LI RLLL | LELELE LLL | LA LLL | LB LU |

0 1 2 3 4 5 B 0

100 10 10 10 10 107 10 10
RAGE-APC-A

Figura 9. Histogramas representativos de la expresion de RAGE en un paciente de LLC (LLC) y

donante sano (DS). En rojo se observan los histogramas representando las células marcadas con RAGE, en

linea punteada naranja el control de FMO.

En la figura 9 se aprecian los histogramas representativos de la expresion de RAGE en células
B tanto en un paciente de LLC y un donante sano (DS). Al analizar el porcentaje de expresion

de este receptor vemos que, para el caso de la LLC, se observa mayor porcentaje de céelulas

45



marcadas con el anticuerpo anti-RAGE (rojo) (74,3%), con respecto al DS donde se observa
solo un 14,7%, con respecto al control de FMO.

Continuando el andlisis para el segundo receptor, la figura 10 muestra los histogramas

representativos de la expresion de EMMPRIN en un paciente de LLC y un DS.

LLC DS
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L ]

' ! 6,2%
L ]
L] |

FMO FMO
0 1 2 3 4 a G 0 1 2 3 4 a G
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
EMMPRIM-PE Cw7-A EMMPRIM-PE Cw7-4

Figura 10. Histogramas representativos de la expresion de EMMPRIN en un paciente de LLC (LLC)
y donante sano (DS). En celeste se observan los histogramas representando las células marcadas con

EMMPRIN, en linea punteada naranja el control de FMO.

La figura de la izquierda, correspondiente al paciente de LLC, muestra que el 100% de las
células expresan este receptor. Por el contrario, la expresion de EMMPRIN en el DS es
considerablemente menor, solo un 6,2%, de las células B del DS expresan el receptor. A
continuacion, en la figura 11 se agrupan los resultados obtenidos del anélisis de porcentaje de
expresion de los receptores EMMPRIN y RAGE.

En la figura 11 se muestran los niveles de expresion de EMMPRIN y RAGE. Como puede
observarse, la comparacion del porcentaje de células que expresan ambos receptores entre
pacientes con LLC (n=5) y DS (n=4) muestran un incremento significativo en las células B

tumorales comparadas con células B de los DS.
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Figura 11. Porcentaje de los receptores EMMPRIN y RAGE en células B de pacientes con LLC, y en
donantes sanos (DS). A) Porcentaje de células expresando EMMPRIN B) Porcentaje de células expresando
RAGE. Cada punto representa un individuo. Las barras expresan el promedio + SEM, * indica una diferencia

significativa.

Al mismo tiempo, se evallo la intensidad media de fluorescencia (MFI) para ambos receptores,

tanto en los pacientes de LLC como en los donantes sanos. Los resultados se muestran en la

figura 12.
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Figura 12. MFI de los receptores EMMPRIN y RAGE en células B de pacientes con LLC, y en donantes
sanos (DS). A) MFI EMMPRIN B) MFI RAGE. MFI: intensidad media de fluorescencia. Cada punto

representa un individuo. Las barras expresan el promedio £ SEM, * indica una diferencia significativa.
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El andlisis de la MFI de EMMPRIN revela una mayor expresion de receptores en las células B
de LLC (n=5) en comparacion con células B del DS (n=4) obteniendo diferencias significativas
(P=0,0159). Este resultado sumado a que mas del 90% de las células B leucémicas expresan
este receptor, sugieren una sobreexpresion de esta molécula en pacientes con LLC en
comparacion con los DS. Por el contrario, para el receptor RAGE no encontramos diferencias
significativas en los valores de MFI (entre pacientes con LLC (n=5) y DS (n=4), lo que sugiere
que, si bien hay un mayor porcentaje de células que expresan este receptor con respecto al DS,

no pareceria estar sobreexpresado.

4.1.2 Deteccion del perfil de glicosilacion de EMMPRIN en células de LLC por
Western blot

Continuando con el primer objetivo se decidié estudiar en mayor profundidad el receptor
EMMPRIN, que como ha sido mostrado en el punto 3.1.1 se encuentra sobreexpresado en las
células B de pacientes con LLC. Para ello decidimos determinar el perfil de glicosilacién de este
receptor en las células de LLC, ya que, trabajos previos describen que altos niveles de
glicosilacion, estan asociados con la progresion del tumor (90, 91). Segln lo reportado esta
glicoproteina muestra un Core con un peso aproximado de 27 kDa y dependiendo del grado
diferencial de glicosilacion se han descrito dos principales glicoformas: 1) altamente glicosilada
0 “high glycosylated” (HG-EMMPRIN) en un rango de ~40-60 kDa, y 2) una forma menos
glicosilada o “low glycosylated” (LG-EMMPRIN) de aproximadamente 32 kDa (85).

En términos generales el proceso de glicosilacion de EMMPRIN comienza cuando el péptido
inmaduro (Core) recibe glicosilaciones preliminares en el reticulo endoplasmatico, formando la
forma aun inmadura LG-EMMPRIN, precursor de HG-EMMPRIN. Posteriormente, en el
complejo de Golgi LG-EMMPRIN es modificado aiin mas por una serie de glicosiltransferasas
que forman una ramificacion compleja de cadenas de carbohidratos, obteniéndose la forma
glicosilada madura HG-EMMPRIN que se transloca a la membrana plasmatica, y se considera
la forma biolégicamente funcional de esta proteina (86). Dado que esta glicoforma ha sido
asociada con la progresion tumoral, especialmente a través de la induccion y regulacién de las
metaloproteinasas de matriz (MMPs), donde HG-EMMPRIN facilita su papel en eventos de
carcinogenesis, crecimiento tumoral, invasion y metastasis (87,88). Asimismo, también ha sido

asociado a la resistencia a maltiples farmacos en distintas leucemias humanas. Por ejemplo,
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Beesley y colaboradores describen que la forma HG-EMMPRIN esté estrechamente relacionada
con la leucemia linfoblastica aguda y su recaida (89).

4.1.2.1 Puesta a punto de la deteccion de EMMPRIN por Western Blot

En primer lugar, para estandarizar las condiciones éptimas para la deteccion de EMMPRIN por
Western Blot se realizaron varios experimentos. Se evaluaron distintos anticuerpos, diferente
cantidad de proteina a cargar (20-50 pg), las condiciones de trasferencia, y diferentes
concentraciones de los anticuerpos primarios (entre 1:50 y 1:500) y secundarios (entre 1:2500
y 1:5000).

En una primera etapa se evalud la deteccion de EMMPRIN utilizando un anticuerpo de la
compafia Abcam y otro de la compafiia Santa Cruz (Tabla 4). Para determinar las diluciones
Optimas del uso de estos anticuerpos, se probaron diferentes diluciones de anticuerpo primario:
1:50, 1:100 y 1:500. De igual forma, se probaron los anticuerpos secundarios con diluciones
entre 1:2000 y 1:5000. Sin embargo, luego de algunos ensayos con el anticuerpo de Abcam no
se detectd ninguna sefial en el Western Blot, por lo que se decidié continuar los ensayos de
puesta a punto con el anticuerpo de Santa Cruz. Para los ensayos con este anticuerpo se comenzo
sembrando un aproximado de 20 ug de lisado de proteinas de CMSP provenientes de pacientes
con LLC por carril. Como control positivo para verificar que el anticuerpo primario se une
correctamente a la proteina se cargd lisado de proteinas de THP1, linea celular que expresa
EMMPRIN. El resultado se muestra a continuacion en la figura 13, en la cual, si bien se observa
una banda en el carril correspondiente al control positivo, no se observan bandas en los carriles

correspondientes a las muestras de pacientes con LLC.
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Figura 13. Western Blot representativo de EMMPRIN en los experimentos de puesta a punto. Los
primeros 8 carriles corresponden a muestras de lisado de proteina de pacientes de LLC, el carril 9 corresponde
a lisado de proteinas de THP1 (Control positivo), en el tltimo carril (10) se observa el peso molecular. A un

lado se muestran los pesos moleculares en kDa.

Este resultado nos demostro que el anticuerpo era capaz de unirse a la proteina de interés, y que
tanto la concentracién utilizada del anticuerpo como las condiciones experimentales del ensayo
eran correctas, estableciendo las diluciones para las pruebas siguientes: 1:100 del anticuerpo
primario anti-EMMPRIN y 1:5000 para el anticuerpo secundario anti-raton HRP. No obstante,
el resultado nos sugirid la necesidad de utilizar una mayor concentracién de proteinas (50 pg)
con el objetivo de identificar a EMMPRIN en muestras de pacientes. Al mismo tiempo,
optimizamos la extraccion proteica sometiendo a las muestras a pulsos ultrasonicos
(sonicacion), lo cual permitié obtener mayor rendimiento en este paso. De este modo, se
procedio a realizar los experimentos realizando estas modificaciones. El resultado se muestra
en la figura 14, correspondiente a una membrana de Western Blot representativa de los ensayos
en condiciones éptimas. Como podemos observar en la figura 14. los dos primeros carriles
corresponden a los controles positivos THP1 y MCF7, y los siguientes a muestras de pacientes.
Existiendo bandas especificas tanto en los controles positivos de las lineas celulares como en

los carriles correspondientes a muestras de pacientes de LLC.
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Figura 14. Western Blot de EMMPRIN. Los primeros dos carriles corresponden a los controles positivos

(THP1y MCF7). En los carriles siguientes (4-10) se sembraron pacientes de LLC progresores. Se utilizé la
proteina GAPDH (35 kDa) como control de carga. A un lado se muestran los pesos moleculares en kDa.

Este Western Blot nos permitié identificar dos bandas especificas en todos los pacientes: una
banda a un peso ~55kDa correspondiente con la forma altamente glicosilada (HG), y una
segunda de menor peso de ~35kDa correspondiente a la forma poco glicosilada (LG) del
receptor EMMPRIN, confirmando la presencia de un perfil de glicosilacion en el lisado de

proteinas de los pacientes de LLC.

Esta primera parte nos permitio determinar las condiciones 6ptimas para el ensayo de deteccion
por Western Blot de EMMPRIN, mencionadas en detalle en la seccién de metodologia (\VVéase
punto 3.5.2).

4.1.2.2 Comparacion del perfil de glicosilacion de EMMPRIN entre pacientes

indolentes y progresores

Una vez puesta a punto la técnica de Western Blot para la deteccion de EMMPRIN se
continuaron realizando ensayos incluyendo pacientes con LLC indolentes y progresores, con el
objetivo de estudiar si existian diferencias en el perfil de glicosilacion entre estos pacientes con
distinta evolucion clinica. Ya que, como se menciond anteriormente, se ha reportado que la

forma HG de EMMPRIN tiene relevancia en diferentes neoplasias, sobre todo en la progresion
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tumoral (91, 92). Por esta razén, nos llevo a hipotetizar que, aquellos pacientes de peor
pronostico (pacientes progresores) presentarian mayor proporcion de EMMPRIN y su forma

altamente glicosilada (HG), en comparacion con los pacientes indolentes.

A continuacién, en la figura 15 se muestran tres membranas de Western Blot de EMMPRIN,
donde se sembraron tanto pacientes indolentes como progresores, donde volvemos a encontrar
bandas especificas en todos los pacientes. Para estos ensayos semicuantitativos, luego de
obtener la sefial del anticuerpo anti-EMMPRIN, se removieron los anticuerpos de las
membranas mediante “stripping” con cloruro de guanidina. Permitiendo la re-incubacion con
un anticuerpo que reconoce la proteina GAPDH, la cual por su caracteristica de “housekeeping”
es una molécula utilizada como control de carga proteica, ya que Se expresa constitutivamente
en todas las muestras. Esto fue utilizado para normalizar los niveles de proteinas detectados y
realizar la cuantificacion relativa de EMMPRIN. En la figura 15 se observa una Gnica banda del

peso molecular esperado (35 kDa) correspondiente a GAPDH.
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Figura 15. Western Blots representativos de EMMPRIN, en pacientes progresores e indolentes de LLC
(A, B, C). Se pueden observar las dos bandas caracteristicas de EMMPRIN: HG (~55) y LG (~35). Se utiliz6
la proteina GAPDH como control de carga. En todas las membranas se incluye el control positivo de lisado

de proteinas de células THP1.
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Como se observa en las membranas de Western Blot, se detecto la presencia de la forma HG en
todas las muestras analizadas, mientras que la forma LG no se detect6 en todas las muestras.
Observamos que los pacientes progresores presentan en su mayoria mayor proporcion de la
forma HG, lo que coincide con nuestra hipotesis original. En la figura 15C se sembraron
mayormente pacientes indolentes, aumentando el nimero de pacientes con esta condicion
clinica, con el fin de confirmar la tendencia mencionada anteriormente. Se observa que el
paciente progresor en esta membrana presenta una intensidad en la sefial mucho mayor que los

pacientes indolentes, resultado consistente con lo que se habia obtenido anteriormente.

A partir de estas membranas se realizo el andlisis de la intensidad de sefial de las bandas por
densitometria, como se menciona en detalle en la seccion de metodologia (Véase punto 3.2.6).

Los resultados se presentan a continuacion en la figura 16.
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Figura 16. Cuantificacion relativa de la sefial de Western Blot de HG-EMMPRIN. En la grafica se
muestra la cuantificacion de la sefial de HG-EMMPRIN (normalizada al valor de GAPDH,
EMMPRIN/GAPDH) en pacientes progresores (LLC prog) e indolentes (LLC ind). Las barras expresan el

promedio £ SEM, * indica una diferencia significativa.
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La cuantificacion relativa de la sefial de la forma HG de EMMPRIN en los pacientes utilizados
en estos ensayos (n prog=13, n ind=10) nos muestran un incremento significativo (P= 0,0005)
de la expresion de la forma HG en los pacientes con una mala evolucién clinica (progresores)
comparados con el grupo de pacientes con una enfermedad mas indolente. Estos resultados son
coherentes teniendo en cuenta la existencia de estudios previos que reportan que la forma HG
juega un papel importante en el crecimiento tumoral, invasion, proliferacion y metastasis (85—
87). Jia 'y col. reportaron que la forma HG contribuye al potencial de metéastasis en células de
hepatocarcinoma de ratdn al alterar el nivel de N-glicanos, y que al desglicosilar EMMPRIN las
células disminuian su capacidad metastasica (90). Por consiguiente, nuestros resultados
muestran por primera vez en la LLC una asociacion de la expresion de EMMPRIN con la
progresion tumoral, lo que nos sugiere un posible rol del receptor EMMPRIN vy de su ligando

la proteina S100-A9 en la progresion tumoral de las células leucémicas.
4.1.2.3 Ensayo de desglicosilacion enzimatica de EMMPRIN

Como hemos visto anteriormente, una de las caracteristicas mas Ilamativas de EMMPRIN es su
perfil diferencial de glicosilacién. Los pesos moleculares de la proteina pueden variar mucho
entre una forma altamente glicosilada (HG) y una menos glicosilada (LG). En consecuencia,
nos planteamos continuar ahondando en el posible rol del perfil de glicosilacion de EMMPRIN
investigando el tipo de glicosilacion que presenta esta proteina. Para esto realizamos un ensayo
de desglicosilacion de proteinas en muestras de pacientes progresores a travées del tratamiento
con una N-glicosidasa F (PNGasa F). Esta enzima cliva oligosacaridos unidos a asparagina;
especificamente cataliza la hidrolisis de oligosacaridos de alta manosa, hibridos o complejos
(N-glicosilaciones). El resultado de este ensayo se visualiza a continuacion en la figura 17, en
donde lisados de proteinas provenientes de pacientes progresores de LLC fueron sometidos a

digestion por la enzima PNGasa F y luego se realiz6 un Western Blot.
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Figura 17. Ensayo de desglicosilacion de EMMPRIN. Se muestran el resultado del tratamiento con
PNGasa F en lisados de proteinas de dos pacientes con LLC tratados (+) y el control sin tratar (-). Se pueden
observar las dos bandas caracteristicas de EMMPRIN: HG (~55) y LG (~35), y una nueva banda referente al

CORE de la proteina (~27). A un lado se muestran los pesos moleculares en kDa.

Observamos que luego de la digestion enzimatica tanto la forma HG como la LG ya no fueron
detectables, desapareciendo por completo, mientras que en su lugar aparece una nueva banda
de ~27 kDa, consistente con el tamafio de la proteina sin glicosilar (core). Este resultado
confirma que EMMPRIN se compone principalmente de glicanos N-ligados de tipo complejo,
e indican que estos contribuyen a casi la mitad del tamafio de la molécula final. Esto resulta
interesante ya que un estudio previo realizado por Huang y col. confirmaron que la N-
glicosilacion de EMMPRIN, particularmente los N-glicanos ramificados B1,6, contribuyen a la
progresion tumoral a través de su actividad inductora de MMP en células SMMC-7721, una
linea celular de hepatocarcinoma humano (91).

4.2 Evaluacion de la via de sefializacion PI3K/AKT luego de la activacion con la proteina
S100-A9

Como se menciond anteriormente, un estudio previo del laboratorio de iLLC demostré la

presencia de S100-A9 en los exosomas de pacientes progresores de LLC, mientras que no se

encontraba en los exosomas de pacientes indolentes. Los exosomas cargados con la proteina
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S100-A9 eran capaces de activar la via de sefializacion NFK-B en células B-LLC (60). Esto nos
llevo a profundizar en el estudio de esta proteina evaluando otras vias de sefializacion relevantes
como PIBK/AKT. En la LLC esta via de sefializacion es clave en la relacion entre las células de
LLC y el microambiente tumoral, y ha sido descrita por varios articulos como constitutivamente
activada en la LLC (92-93). Siendo relacionada con una respuesta proliferativa y
antiapoptoética, ya que interviene en la transmision de sefiales de distintos receptores de
membrana como el BCR, CXCR4 y CD40; y su activacion sostenida genera mayor viabilidad
de las células leucémicas y una mayor expresion de proteinas antiapoptoticas como Mcl-1, Bcl-
XLy XIAP (93).

Por consiguiente, dentro del segundo objetivo de este trabajo se plante6 estudiar si la proteina
S100-A9 era capaz de inducir la fosforilacion de AKT en las células leucémicas in vitro. Para
esto las CMSP provenientes de pacientes con LLC se incubaron durante 72 horas con S100-A9
0 en su ausencia (células no estimuladas) y se evalug la fosforilacion de un residuo clave (Ser*’®)
indicador de la activacion de la via PI3BK/AKT. Luego del periodo de incubacion las células
fueron recuperadas del cultivo y analizadas mediante citometria de flujo. La estrategia de gating
se presenta a continuacion (figura 18). La poblacion de linfocitos se separd en funcion del
tamafio y granularidad, eliminando los restos celulares y los dobletes. Con el marcador de
viabilidad Live and Dead se seleccionaron aquellas células vivas (“viables”). Para seleccionar
el clon tumoral se utilizd6 CD5 e IgM. Una vez seleccionada la poblacién de células B

leucémicas (CD5+ IgM+) se determinaron los valores de MFI para p-AKT.
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Figura 18. Estrategia de Gating para el ensayo de activacion con S100-A9. Se muestra un ejemplo de
analisis en células sin estimular, tomadas como referencia para el analisis. A) En el dot plot de Side Scatter
(SSC-A) y Forward Side (FSC-A) se seleccionaron las células por tamafio y granulosidad, excluyendo restos
celulares. B) Se aplico dicha region y en el dot plot de FSC-H y FSC-A se excluyeron los agregados celulares
seleccionando solo los singletes (células individuales). C) Seleccionando los singuletes en el dot plot de FSC-
Ay Live/Dead se seleccionaron aquellas células no marcadas, que corresponden a las células viables. D)
Tomando la region de células viables en el dot plot de CD5 e IgM se seleccionaron diferencialmente las
células B (Clon tumoral) caracterizadas por ser CD5+ y IgM+. Por Gltimo, seleccionando el clon tumoral se

analizaron los valores de MFI para las diferentes condiciones.

A continuacion, la figura 19 muestra los valores de MFI obtenidos para las células B sin
estimular y estimuladas con S100-A9 de tres pacientes con LLC. Tal como se visualiza, los
resultados muestran como tendencia un aumento en los valores de MFI de las células
estimuladas con S100-A9, en comparacion a las células no estimuladas Estos resultados nos
sugieren una mayor fosforilacion de AKTS*73 en las células B de pacientes estimuladas con
S100-A9. Como control positivo del ensayo se estimularon las celulas con PMA+I, encontrando
como se esperaba valores mayores de MFI que en las otras condiciones. Estos compuestos son
frecuentemente utilizados para la activacion celular: PMA es un inductor fuerte de la proteina
quinasa C, mientras que la ionomicina es un ionoforo de calcio, en conjunto la estimulacion
con estos compuestos conduce a la activacion de varias vias de sefializacion intracelular que
conducen a la activacion de las células y la produccion de una variedad de citocinas (94). En la
figura 19B se muestran los histogramas representativos para las distintas condiciones del

ensayo. Consistente con lo mencionado anteriormente, se observa un corrimiento positivo de
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las células estimuladas con S100-A9, indicando que estas presentan mayor fosforilacion en la
Ser*3, con respecto al control sin estimular (N/E). También, se visualiza el histograma

representativo del control positivo de PMA+I.

Estos resultados sugieren que la activacion de las células leucémicas con S100-A9, a través de
sus receptores, promueve la fosforilacion de AKT, y por consecuente sugiere la activacion de
la via PISBK/AKT. Los resultados previamente publicados en el laboratorio (60) asi como los

obtenidos en estos ensayos sugieren un rol clave de S100-A9 en la progresion leucémica.
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Figura 19. Ensayos de activacion S100-A9. A) MFI de la fosforilacion de pAKT15¢73 para las condiciones
del ensayo. Cada paciente fue representado con un color. B) Histogramas representativos del ensayo. En linea
verde se muestran las células no estimuladas (N/E), en azul las estimuladas con S100-A9 y en naranja aquellas

estimuladas con PMA+I (control positivo).

4.3 Inhibicion de la proteina S100-A9 con Tasquinimod y evaluacion de la via de
sefializacion PISK/AKT

A partir de los resultados obtenidos nos propusimos confirmar los resultados y profundizar el
estudio sobre la funcién de la proteina pro-inflamatoria S100-A9 en el contexto del clon tumoral

y sus implicancias en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Decidimos utilizar
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Tasquinimod, una molécula disefiada para inhibir la funcion de la proteina S100-A9. Este
compuesto es una droga disponible comercialmente que ha demostrado actividad anti-tumoral
en pacientes con otros canceres (76,78,80-83), encontrandose actualmente en marcha un ensayo
clinico fase 1 en pacientes con Mieloma Multiple (84). Para llevar a cabo nuestros experimentos
se cultivaron las células por 72 hs en medio de cultivo al cual se le afiadi6 S100-A9 y
Tasquinimod, incubando previamente la mezcla de estos compuestos por 30 min antes de
agregar al cultivo. Se incluyo en este ensayo células estimuladas solo con S100-A9, y células
sin ninguna estimulacion. Pasado el tiempo de cultivo se recolectaron las células y analizé la
fosforilacion de AKT por citometria de flujo. En la figura 20A se presentan los valores de MFI
obtenidos para las distintas condiciones del ensayo. En la figura 20B se presentan los

histogramas representativos del ensayo.
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Figura 20. Ensayo de inhibicion con tasquinimod. A) MFI de fosforilacion de AKT1 (Ser%’®) en las
distintas condiciones. Cada color diferencia un paciente (n=5). * indican una diferencia significativa. B)
Histogramas representativos del experimento de inhibicion con tasquinimod. En linea puntada negra se
muestra el isotipo, en linea verde las células no estimuladas, en azul las estimuladas con S100-A9 y en rojo

aquellas tratadas con S100-A9 y Tasquinimod.

Como se aprecia en la figura 20, pudimos confirmar los resultados obtenidos previamente en
un nuevo grupo de pacientes (n=5), observando un aumento estadisticamente significativo en
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la MFI de las células estimuladas con S100-A9 con respecto a las no estimuladas (P= 0,0025),
indicando un aumento en la fosforilacion de AKTSe"3 que sugiere la activacion de la via de
sefializacion PIBK/AKT (Figura 20B). En contraste, al tratar las células con S100-A9 y con el
inhibidor Tasquinimod vemos una disminucion significativa en la MFI en comparacién con las
celulas tratadas solo con S100-A9 (P=0,0262). Este resultado indica que Tasquinimod es capaz
inhibir la accion de S100-A9, y que al menos en parte esta proteina juega un papel
preponderante en la activacion de una de las vias de proliferacion tumoral como lo es la via
PI3K/AKT en la LLC. Estos resultados sugieren la necesidad de profundizar en el estudio sobre
la funcién de la proteina S100-A9 en la biologia de la LLC, y plantea la hipotesis sobre la
posibilidad de usar inhibidores de S100-A9 como una posible herramienta terapéutica futura en
laLLC.
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Conclusiones

El anélisis de los experimentos llevados a cabo en este trabajo de final de carrera nos permite

aportar las siguientes conclusiones:

- Los receptores de S100-A9 (RAGE y EMMPRIN) se encuentran expresados en un mayor
porcentaje de células B de pacientes con LLC comparados con donantes sanos. Especificamente,
el receptor EMMPRIN se encuentra sobreexpresado en las células B leucémicas comparada con

células B de donantes sanos.

- Se logré poner a punto la deteccion de EMMPRIN en Western Blot. El perfil de glicosilacion
de este receptor sugiere una asociacion entre la mayor proporcion de la glicoforma alta (HG) de
EMMPRIN en el linfocito tumoral y una LLC de peor pronostico.

- La glicosilacion del receptor EMMPRIN en las células de LLC estd compuesta principalmente
por N-glicanos.

- Se observé que la proteina S100-A9 promueve la fosforilacion de AKTS®73 en las células
leucémicas. Estos datos sugieren que la via de sefializacion PI3BK/AKT puede ser inducida en el
clon leucémico a través de la proteina pro-inflamatoria S100-A9, apoyando los datos

previamente publicados en nuestro grupo.

- La inhibicion de S100-A9 utilizando Tasquinimod disminuye la fosforilacion de AKTS¢"3 en

las células leucémicas.

- En conjunto, los resultados sugieren la necesidad de profundizar en el estudio sobre la funcion
de la proteina S100-A9 en la biologia de la LLC. Plantea la posibilidad de considerar a esta
proteina como un nuevo blanco terapéutico, al usar inhibidores de S100-A9 como una posible
herramienta terapéutica futura en la LLC.
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Perspectivas

Los resultados de este trabajo final de carrera muestran que EMMPRIN, uno de los receptores
de la proteina S100-A9 se encuentra sobre-expresado en células primarias de pacientes con
LLC, y que la incubaciéon de ellas con la proteina pro-inflamatoria S100-A9 induce la
fosforilacion in-vitro de la via PI3K/AKT, siendo que esta via puede ser inhibida con el
inhibidor de S100-A9 Tasquinimod.

Estos resultados nos llevaron a plantear la hipotesis de que pacientes portadores de una LLC
grave tienen un microambiente tumoral inmunoldgicamente activo con un importante
componente inflamatorio. En este nicho celular el aumento de la expresion de S100-A9 y la
interaccion S100-A9/EMMPRIN origina la proliferacion y sobrevida tumoral a través de la
activacion de vias de sefializacion como NFKB y PI3K/AKT. Ademaés, dicha interaccion
favorece la expresion de metaloproteinasas (MMPS), las cuales a su vez inducen la capacidad

migratoria de las células LLC.

Para estudiar esta hipotesis como perspectivas a futuro proponemos entender los mecanismos
moleculares a traves de los cuales la proteina S100-A9 es responsable de la progresion
leucémica, y aportar datos que consoliden a los inhibidores de S100-A9 como una estrategia
terapéutica alternativa o complementaria en la LLC. Para esto plantamos a cabo la
caracterizacion de los mecanismos moleculares de activacion de las vias de sefializacion
PIBK/AKT y NFKB en células primarias de pacientes con LLC. Asi como la evaluacién de la
capacidad migratoria tumoral mediada por metaloproteinasas a través de la activacién del eje
S100-A9/EMMPRIN. Por ultimo, nos planteamos realizar una caracterizacién funcional in-vivo
en un modelo murino la via S100-A9/EMMPRIN evaluando la proliferacion, la sobrevida y la

migracion tumoral.
De esta manera, si la hipétesis se cumple y logramos demostrar que el eje S100-A9/EMMPRIN

tiene un rol relevante en la evolucion clinica de la LLC, estariamos generando las bases teoricas

para involucrar a los inhibidores de S100-A9 en la terapia de la LLC.
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ANEXO 1.

Tabla. Caracteristicas de los pacientes con LLC utilizados en este trabajo.

N° de Paciente Edad Sexo Linfocitosis Estadio AID LPL Perfil Evolucion clinica
mutacional
de genes
VH

LLC1 M 215800 C (+)  No Mutado Progresor
LLC 2, LLC 21(t2) 52 M 421000 C (+) (+)  No Mutado Progresor
LLC3 M (+) (+)  No Mutado Progresor
LLC 4, LLC 7 (t1), 62 M 170000 C ) (+)  No Mutado Progresor
LLC 11 (t4)

LLC5 66 M 135.500 C (+) (+) Mutado Progresor
LLC®6 51 M 120000 C ) ) No Mutado Progresor
LLC8 79 M A ) (+)  No Mutado Indolente
LLC9 55 F 22900 A ) ) Mutado Indolente
LLC 10 50 M ) ) Mutado Indolente
LLC 12 72 F B (+) (+)  No Mutado Progresor
LLC 13 58 F 50000 B (+/+) (+)  No Mutado Progresor

(19G)

LLC 14 63 M /B (+) (+)  No Mutado Progresor
LLC 15 71 F 30422 A ) Mutado Indolente
LLC 16 69 F ) ) Mutado Indolente
LLC 17 61 M A ) ) Mutado Indolente
LLC 18 59 F 59300 A ) ) Mutado Indolente
LLC 19 57 M (+/-) (+)  No Mutado Progresor
LLC 20 64 M 64740 B- 11l (+/-) (+)  No Mutado Progresor
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LLC 22 79 M 213300 IVC (+) ) Mutado Progresor
LLC 23 65 F ) ) Mutado Indolente
LLC 24 61 M 15372 A ) ) Mutado Indolente
LLC 25 69 F 7000 A ) ) Mutado Indolente
LLC 26 79 F 22520 A ) ) Mutado Indolente
LLC 27 56 M A ) ) Mutado Indolente
LLC 28 57 F 40900 I (+) (+)  No Mutado Progresor
LLC 29 77 M 137780 B (+) O] Mutado Progresor
LLC 30 61 F A (+) (+)  No Mutado Progresor
LLC 30 61 F A (+) (+)  No Mutado Progresor

t: tiempo de progresion. LPL: Lipoproteinlipasa
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