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Abstract

Leukemic cells from chronic lymphocytic leukemia
(CLL) patients proliferate within lymphoid tissues
in particular areas called proliferation centers,
where they are in close contact with non-leukemic
cells including activated CD4" T cells, stroma and
myeloid cells™-?. There, CLL cell proliferation,
survival and resistance to cytotoxic agents is
driven by molecules such as CD40L, expressed by
activated T cells®, the chemokines CCL19, CCL21

206

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia,
Syk,
GS-9973,
R400,
Entospletinib,
Fostamatinib,
kinase inhibitors,
BCR,
rituximab.

and CXCL12 secreted by stromal and myeloid
cells“?, and stimulation throw the B-cell antigenic
receptor (BCR)©® favoring disease progression. At
the present CLL is an incurable disease. Current
therapies are effective in inducing initial remission in
most patients but they are not curative and relapse is
inevitable”. In the past few years several inhibitors
targeting kinases involved in the BCR-signaling
have been developed, such as the Syk inhibitors
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R406 and GS-9973, the Btk inhibitor ibrutinib and
the PI3K$ inhibitor idelalisib. Results obtained in
clinical trials with these agents have generated
great excitement because of their clinical efficacy
and excellent tolerability”. We® and others®!)
have recently reported that BCR-associated kinases
inhibitors have immunomodulatory effects on the
tumor microenvironment from CLL patients. Thus,
we found that ibrutinib impaired the phagocytosis
of rituximab-coated leukemic cells from CLL
patients by human macrophages® and others found
that ibrutinib inhibits the activation of Th2 cells
after TCR stimulation'?, reducing the signals that
drive leukemic cell expansion. Here, we aimed to
evaluate the effect of R406 and GS-9973 on:

1) the physiology of CD4* T from CLL patients and
2) macrophage mediated phagocytosis of rituximab-
coated CLL cells. We first asked whether R406 and
GS-9973 were able to inhibit T cell activation and
proliferation. We used clinically relevant doses of
the drugs and confirmed that these doses (between
0.1 and 5 pM) did not induce T cell apoptosis
(not shown). In order to induce T cell activation,
peripheral blood mononuclear cells from CLL
patients were cultured in the presence of anti-CD3
antibodies with R406, GS-9973 or the vehicle of

Introduccién

El clon leucémico de los pacientes con leucemia lin-
fatica cronica (LLC) prolifera principalmente den-
tro de los ganglios linfaticos en estructuras histolo-
gicas llamadas centros proliferantes. En estos sitios
las células LLC perciben sefiales de supervivencia
a través del receptor antigénico (BCR) e interac-
cionan con un microambiente tumoral, constituido
por linfocitos T CD4" activados, estroma y células
de estirpe mieloide!" ?, que favorece su sobrevida
y proliferacion gracias a la expresion de moléculas
como el CD40L por parte de los linfocitos T CD4®
y quimiocinas como CCL19, CCL21 y CXCL12 por
parte del estroma®, entre otros factores. Si bien la
LLC continta siendo una enfermedad incurable, en
los ultimos afios se han desarrollado moléculas que
inhiben distintas quinasas involucradas en la trans-
duccién de sefial a través del BCR, como los in-
hibidores de Syk, R406 y GS-9973, inhibidores de la
tirosina kinasa de Bruton (Btk) como el ibrutinib, y
el inhibidor de PI3K$, idelalisib, generando una alta
expectativa en el campo de la LLC y otras patologias
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the drugs as a control (DMSQO). We found that both
inhibitors impaired the expression of the activation
markers CD25, CD69 and CD40L on CD4" T cells,
evaluated by flow cytometry at 24 hs (p<0.05)
and the T-cell proliferation evaluated by the CFSE
dilution assay at 5 days (p<0.05). We also observed,
by using the Transwell system assay, that both
drugs inhibited T cell migration towards CCL19
and CCL21 (p<0.05), key molecules involved in
T cell homing to lymph nodes. Finally, we found
that R406 and GS-9973 inhibited macrophage-
mediated phagocytosis of CLL cells coated with the
anti-CD20 antibody rituximab as evaluated by flow
cytometry (p<0.05).

Our results suggest that R406 and GS-9973 affect
the tumor microenvironment, by inhibiting CD4"
T cell activation and thus reducing the supportive
signals given to the malignant clone. Nevertheless,
these results also suggest that in patients treated for
long periods with these agents, the T cell-mediated
immune response might be affected. We also
found that both R406 or GS-9973 interfere with
the macrophage-mediated anti-tumor activity of
rituximab suggesting that the sequential and not the
concurrent administration might enhance their anti-
tumor activity in vivo and improve CLL therapy.

oncohematoldgicas debido a las excelentes respues-
tas que se obtuvieron en los ensayos clinicos”. En el
afio 2014 la FDA (Food and Drug Administration)
de los EEUU aprobo el uso de ibrutinib e idelalisb
en pacientes con LLC, el primero como monodro-
ga y el segundo en combinacion con el anticuerpo
monoclonal anti-CD20 rituximab'?. Mas alla de los
efectos que estas drogas tienen sobre el clon leucé-
mico, recientemente se han reportado diversos traba-
jos, uno de ellos realizado en nuestro laboratorio®,
donde se observo que el ibrutinib afecta también a
otras poblaciones celulares de los pacientes, como
los linfocitos T CD4*, modulando su perfil de acti-
vacion y también sobre los macrofagos, inhibiendo
la fagocitosis de células LLC opsonizadas con ritu-
ximab, hecho que podria disminuir la efectividad de
las terapias que combinan al inhibidor de Btk junto
con anticuerpos monoclonales®1%12),

Objetivo
Debido al rol central que tienen los linfocitos T
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CD4" en la patogénesis de la LLC y a la importan-
cia de los macréfagos en la accion anti-tumoral del
rituximab, nos propusimos como objetivos de este
trabajo evaluar el efecto de los inhibidores R406 y
GS-9973 sobre: 1) la funcionalidad de los linfocitos
T CD4" de los pacientes con LLC y 2) la capacidad
de los macrofagos de fagocitar células LLC opsoni-
zadas con rituximab.

Materiales y métodos

Se trabajo con muestras de sangre periférica de pa-
cientes con LLC y de dadores sanos, todos ellos re-
clutados previo consentimiento informado y apro-
bacion del Comité de Etica de los Institutos de la
Academia Nacional de Medicina, cumpliendo con
todas las normas bioéticas nacionales e internacio-
nales y preservando el anonimato de los pacientes y
las reglas de confidencialidad. Los pacientes inclui-
dos en el estudio estaban libres de tratamiento por
al menos 6 meses antes de la toma de la muestra. El
numero de pacientes incluidos en cada experimento
se detalla en las figuras. La purificacion de células
mononucleares totales (CMT) de sangre periférica
se realiz6 mediante centrifugacion diferencial en Fi-
coll-Hypaque. Para cumplir con el primer objetivo,
se activaron a los linfocitos T (LT) cultivando las
CMT en presencia de anticuerpos especificos para
CD3 inmovilizados en placa de forma de entrecru-
zar a su receptor antigénico (TCR/CD3). La activa-
cion se realizd en presencia de dosis clinicamente
relevantes de los inhibidores R406 o GS-9973 o en
presencia del vehiculo de las drogas (DMSO) como
control. Previamente confirmamos que estas con-
centraciones de droga no inducian la apoptosis de
los LT (resultados no mostrados). Al cabo de 24 ho-
ras se evalu6 por citometria de flujo la expresion de
los marcadores de activacion CD25, CD69 y CD40L
sobre los LT CD4". Para evaluar la proliferacion se
utilizé la técnica de dilucion de CFSE. Para esto
se marcaron a las CMT con CFSE (1uM) y luego
se activaron a los LT tal como se describio arri-
ba, al cabo de 5 dias se evalu6 el porcentaje de LT
CD4* con marca baja de CFSE, que corresponden
a las células que sufrieron algin evento de division
celular. La migracion de los LT en respuesta a las
quimiocinas CCL19 y CCL21 se realizo utilizando
1 pg/ml de las quimiocinas mediante el método de
Transwell®. Para el segundo objetivo se diferencia-
ron macrofagos a partir del cultivo de monocitos de
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dadores sanos en presencia de 50 ng/ml de M-CSF
por 6 dias. El ensayo de fagocitosis se realizo tal
como esta descripto®.

Brevemente, las células LLC fueron marcadas con
CFSE y recubiertas en frio con rituximab (50pg/ml),
para luego ser co-cultivadas con los macrofagos a
37°C por 1 hora en presencia de R406, GS-9973 o
DMSO como control. La fagocitosis se cuantificd
por citometria de flujo y se confirmé por microsco-
pia confocal determinando el ntimero de macrofa-
gos positivos para CFSE. Las pruebas estadisticas
utilizadas se detallan en la leyenda de cadafigura.

Resultados

Al evaluar el efecto de R406 y GS-9973 en la ac-
tivacion de los LT a través del receptor antigénico
encontramos que dosis clinicamente relevantes de
ambos inhibidores disminuyeron significativamente
la expresion de los marcadores de activacion celular
CD25 (Figura 1 A), CD69 (Figura 1 B) y CD40L
(Figura 1 C) sobre los LT CD4". Asimismo, y tal
como se muestra en la Figura 1D encontramos que
la activacion a través del TCR/CD3 indujo la espe-
rable proliferacion de los linfocitos T CD4* de los
pacientes con LLC (8+1,4% de proliferacion para el
control y 67 £4% de proliferacion para los cultivados
con anti-CD3), la cual se redujo significativamente
por la presencia de ambos inhibidores siendo ma-
yor la inhibicion inducida por el R406 (8+1,6% de
proliferacion en presencia de 1uM R406 y 49+5%
en presencia de 1uM de GS-9973). La Figura 1D
muestra el histograma de un experimento represen-
tativo de 16 pacientes evaluados.

Luego decidimos evaluar el efecto de los inhibido-
res sobre la migracion de los LT CD4" en respuesta
a las quimiocinas CCL19 y CCL21, las cuales
guian el reclutamiento de estas células hacia los
organos linfaticos secundarios, sitio donde contac-
tan con el clon leucémico. Tal como puede obser-
varse en la Figura 2 encontramos que ambos inhibi-
dores redujeron significativamente la migracion en
respuesta a CCL19 y CCL21 a una concentracion
de 5uM, cercana a las concentraciones de R406 y
GS-9973 encontradas en el plasma de los pacientes
LLC tratados con estas drogas (entre 1y 4 pM)319),
En ninguno de los casos analizados los inhibidores
modificaron la expresion del receptor para CCL19 y
CCL21, el CCR7, al evaluar su expresion por cito-
metria de flujo (resultados no mostrados).
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Figura 1. El R406 y el GS-9973 inhiben la activacion y proliferacion de los linfocitos T CD4 de pacientes con
LLC. Se activaron los linfocitos T (LT) de pacientes LLC a través de su receptor antigénico con anti-CD3 en pre-
sencia o ausencia de los inhibidores. Se muestra la expresion de CD25 (A), CD69 (B) y CD40L (C) sobre los lin-
focitos T CD4 analizada por citometria de flujo como media de intensidad de fluorescencia (MIF). *p<0.05,
**p<0.01 y ***p<0.001, Friedman test, Dunn's Multiple Comparison Test. D. Se analizo la proliferacion de los LT
CD4 en respuesta a anti-CD3 en presencia o ausencia de los inhibidores por citometria de flujo mediante la técni-
ca de dilucion del CFSE. Se muestra el histograma de un experimento representativo (n=16). Entre paréntesis se
muestra el porcentaje de LT CD4 con CFSE bajo, es decir los LT que han proliferado (M1). (p<0.05, Friedman
test, Dunn's Multiple Comparison Test, control vs R406 1uM y GS-9973 1uM).
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Figura 2. El R406 y el GS-9973 inhiben la migracion de LT CD4 en respuesta a las quimiocinas CCL19 y
CCL21. Se realizaron ensayos de migracion como se explica en el texto. Se muestran la media + ES del % de
migracion de LT CD4 en respuesta a las quimiocinas CCL19 (A) y CCL21 (B) tomando como 100% la
migracion de las células control sin inhibidor. *p<0.05, Wilcoxon Signed Rank Test, n=10.
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Por ultimo evaluamos el efecto de los inhibidores
sobre la fagocitosis de células LLC opsonizadas con
rituximab, mediada por macréfagos humanos. Tal
como puede verse en la Figura 3, encontramos que
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dosis clinicamente relevantes de ambas drogas in-
hibieron significativamente la fagocitosis de células
LLC opsonizadas con rituximab.
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Figura 3. El R406 y el GS- 9973 inhiben la fagocitosis de células LLC opsonizadas con rituximab por parte de
macrofagos humanos. A. Se muestran dot plots de un experimento representativo donde se muestra la marca de
CFSE en la poblacion de macrofagos. El cuadrante superior derecho del dot plot corresponde a los macrofagos
positivos para CFSE, que son aquellos que fagocitaron células LLC, el porcentaje de macrofagos CFSE" se mues-
tra en la figura. B. Se muestra la media = ES del % de fagocitosis que corresponde al % de macrofagos con marca
de CFSE analizada por citometria de flujo. *p<0.05, Friedman test, Dunn's Multiple Comparison Test, n=15.

Discusion y conclusiones

Nuestros resultados demuestran que los inhibidores
R406 y GS-9973, ademas de los efectos ya reporta-
dos sobre el clon leucémico'”!® tienen efectos sobre
células del microambiente tumoral de los pacientes
con LLC. Encontramos que inhiben la activacion,
proliferacion y migracion de los LT CD4 de pacien-
tes con LLC, reduciendo de ese modo las senales
que favorecen la acumulacion del clon leucémico.
Sin embargo, estos resultados también sugieren que
en tratamientos prolongados con estas drogas la
respuesta inmune celular de los pacientes tratados
podria estar comprometida. Por ultimo, dado que
observamos que los inhibidores interfieren con la
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accion del rituximab, nuestros resultados sugieren
que en terapias combinadas seria conveniente la ad-
ministracion secuencial y no simultanea de rituxi-
mab y GS-9773 o R406.
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