Induccién de Fenotipo Presentador de
Antigenos y Apoptosis en Células de Leucemia
Linfatica Crénica B Incubadas con
Oligodeoxinucleétidos Sintéticos con motivos
PyNTTTTGT (IMT504).

Dupont J, Fl6 ], Zorzépulos |, Solimano J, Lépez R, Garay G, Riveros
D, Montaner A, Rodriguez J, Fernindez J, Elias F, Cacchione R.

CEMIC. IMMUNOTECH
I Premio del XVI Congreso Argentino de Hematologia

Carrespondencia: Juan Carlos Dupont - CEMIC - Galwin 4102, Buenos Aires (1431)
Tel: 4546 8230 - E-mail: jedupont@yahoo.com

Fecha de recepcidn: 03-09-03
Fecha de aceptacion: 18-10-03

RESUMEN

Introduccion: El sistema inmune no es capaz de recono-
cer los cambios en células transformadas por mutaciones
en la leucemia linfitica crénica de estirpe B (LLC-B), Su
incubacién con linfocitos autélogos no induce citoto-
xicidad. Puede deberse a la ausencia de linfocitos T
citotoxicos o a la incapacidad de las células de LLC en ex-
presar moléculas coestimulatorias (CDS0, CD86), a pesar
de tener expresion de HLA clase | y IL El ADN bacteriano
v los ODNs que contienen motivos PYNTTTTGT, CpG y
otros motivos, pueden activar a los monocitos, las células
dendriticas y los linfocitos B. Aparte, algunos ODNs tie-
nen efeclos directos sobre las células LLC-B.

Material y métodos: se incubaron células leucémicas pro-
venientes de 20 pts. con LLC-B con 3 diferentes ODNs: a)
IMT504, con motives PyNTTTTGT b) 2005 con motives CpG
¥ ¢} ODN inactivo de control. Previo 3 posterior 2 la
incubacién se efectuaron determinaciones de CDS0, CDSs,
CD40, MHC clase 1 y II, CD5, CD19 v CD20 por citoenetria
de flujo. Ademis se determiné (por medio de la Sefeccen
de fosfatidil-serina por la unién a la Anexina V) L capac-
dad de inducir la apotosis de las células transformadas. ¥ se
estudid la morfologia de las células en cultive.

Resultados: Se observé el aumento de la expresion de
CD80, CD8s Y CDM40 en las células incubadas con MTSH
2006, Ademis las células LLC-B expresaron significats
mayor cantidad de Anexina V. La morfologia de las celulas
en cultivo alargo plazo mostré las caracteristicas de apopeosis.
Los estudios efectuados con ¢l ODN de control no mestsasen
ninguna de las caracteristicas descritas,

Conclusién: La incubacion de ODN con motives
PYNTTTTGT (IMT504) y con motivos CpG (2008) induce
en las células de LLC-B un fenotipo considerado de célu-
ias presentadoras de antigenos, y ademis 1

Perspectiva: En otros estudios preclinicos y clinicos los
ODNs han demostrado muy baja toxicidad, lo que permi-
tiria efectuar estudios de Fase I/l en LLC-B.
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INTRODUCCION

La mayoria de las neoplasias humanas eluden el
sistema inmune a pesar de que muchas de ellas ex-
presan antigenos o epitopes propios que no se expre-
san en las células germinales y por lo tanto no inclui-
dos en el repertorio original',

La leucemia linfitica crénica es la enfermedad
leucémica mas frecuente del mundo occidental’. Es
un trastorno linfoproliferativo maligno, originado en
células de estirpe B (LLC-B) en mas del 95% de los
casos’. Bioldgicamente se caracteriza por la acumu-
Iacion lenta y progresiva de linfocitos B (CD5), que
aungue no tengan un indice de mitosis elevado, tie-
nen por el contrano, una larga sobrevida®. Caracle-
mstcamente tienen sobrerregulada la expresion de
proteinas antiapoptdticas, como la bel-257,

L3s caracteristicas clinicas de la enfermedad han
sido revisadas extensamente en la literatura®. La pre-
sendia de mas de 5000 linfocitos B, CD5 posilivos y
monocionales, es decir con expresion de inmunoglo-
bulinas de superficie monotipicas kappa o lambda,
=on los elementos de diagnéstico minimos requeridos
actualmente. Ademds, los pacienles suelen presentar
adenopatias, en general pequeias o en muy lento
incremento, simétricas, esplenomegalia, anemia
hipoproliferativa y /o trombocitopenia. Los elemen-
tos citados han permitido clasificar a la LLC-B en es-
tadios progresivos, cada uno de los cuales estd direc-



168

tamente relacionado con un pronédstico de supervi-
vencia mds breve. Son frecuentes (hasta el 20%) la
presencia de alteraciones autoinmunes, tipicamente
la anemia hemolitica por anticuerpos calientes, y la
trombocitopenia inmune. Menos frecuentemente, la
causa de la anemia es la eritroaplasia inmune. Casi
universalmente, estos pacientes se presentan con
hipogammaglobulinemia.

Ademds de la caracterizacidn clinica, se han
individualizado dos grandes grupos de LLC-B, de
acuerdo al estado mutacional del gen la regién varia-
ble de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
(Ig Vi,). que se produce en el centro germinal de los
foliculos linfiticos. Los pacientes que tienen el gen Ig
V,, mutado tienen un prondstico definitivamente me-
jor que los no mutados™ . La capacidad predictora de
esta mulacion somdtica ha demostrado ser indepen-
diente de otras variaciones fenotipicas como la expre-
sidn de CD38", y estar inversamenle asociada a la
expresion de una tirosin kinasa (zeta-chain-associated
kinase) ZAP70'% 1,

Una de las caracteristicas de las células B norma-
les es la de transformarse en células presentadoras de
antigenos y de esta manera inducir una respuesta T
citoloxica especifica a determinado antigeno. En el
caso de la LLC-B, el epitope de la inmunoglobulina
monolipica del clon leucémico o alguno de los cam-
bios somdticos inducidos por las alteraciones
genéticas recurrentes asociadas a LLC-B, podrian
considerarse “neoantigenos” o “antigenos tumorales”
¥ a su turno inducir respuesta T citotdxica especifi-
ca’. Una de las caracteristicas biolégicas de las célu-
las de la LLC-B es la de ser defectuosas presentado-
ras de antigenos, por expresar débilmente las molé-
culas coestimulatorias CD80 y CD86". Experiencias
bioldgicas y clinicas conducidas por Kipps y col., por
intermedio de la transfeccidn, con un vector adeno-
viral, de células LLC-B para que expresen el ligando
del CD40 (CD154), lograron incrementar la expresién
de dichas moléculas coestimulatorias y secundaria-
mente una expansion de los linfocitos T con activi-
dad citotéxica con especifidad antileucémica™ La
actividad pudo ser detectada tanto in zitro, con au-
mento de la autoreactividad medida con el ensayo de
Elispot, como in vive, con una disminucién conside-
rable de la carga tumoral leucémica en un niimero de
los pacientes cuyas células leucémicas fueron trans-
fectadas ex vivo y posteriormente reinfundidas.

El sistema inmune innato de los vertebrados, al
igual que el de los insectos, se caracleriza por reac-
cionar en forma rdpida e inespecifica ante la invasidn
de la mayoria de los patégenos' " *. Para que esta
respuesta sea efectiva, el sistema inmune reconoce
ciertas estructuras conservadas en los distintos
patdgenos, como péptidos formilados (hongos),
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lipopolisaciridos (bacilos Gram-), lipopéptidos
(Gram+), lipopéptidomannanos (micobacterias), lipo-
proteinas (espiroquetas), péptidoglicanos, dcido tecoi-
co (cocos Gram+) y el ADN no metilado (bacterias)®.
Todos ellos en conjunto se denominan PAMPs (patogen
assocated molecular patterns). Los PAMPs son recono-
cidos por una familia de 10 receptores hasta ahora
descriptos, denominados genéricamente “toll like
receptors™ (TLR) que reaccionan ante estas sefiales de
peligro. Para cada PAMP se ha identificado un TLR
especifico™. Cuando estas estructuras entran en con-
tacto con células del sistema monocitico macrofagico,
células dendriticas, linfocitos B y células endoteliales,
entre otras, se produce la activacion del NF-KB (nu-
clear factor kappa B) a través de las IRAKs (interleukin 1
receptor associated kinases) y TRAFs (TNF receptor
associated factor), con la consecuente activacion de los
genes de IL-1, IL-6 e IL-8, considerados potentes
activadores de la respuesta inmune,

Del mismo modo que el ADN bacteriano, los
oligonucledtidos (ODNSs) sintéticos con determinadas
secuencias 0 “motivos” también pueden comportarse
como activadores del sistema inmune. Se describieron
ODNs con actividad inmunoestimulante caracteriza-
dos por presentar en su estructura secuencias repeti-
das de CpG no metilados (CpG ODN)™ que achian a
través del TLR9™, Las células B centro-germinales ex-
presan tipicamente esta tiltima variedad de TLR, v son
inducibles bajo la accion de ODNs*,

Los inmunoestimulantes derivados de acidos
nucleicos conocidos hasta ahora, de los cuales se po-
see la mayor informacién sobre los efectos biolégicos,
son los polinucledtidos de 24 bases con motivos CpG
no metilados®, Durante los tiltimos anos se han iden-
tificado ODNs con diferentes disefios y con similar
actividad bioldgica™. Particularmente, los que contie-
nen repeticiones de timidina, mostraron una potente
actividad inmunoestimulante independiente de los
motives CpG. Alin mas, la metilacién de los motivos
CpG no causd la disminucién de la actividad biolé-
gica de los ODNs.

Immunotech &s una empresa argentina de desarro-
llo biotecnolégico, que ha generado, estudiado y carac-
terizado recientemente un nuevo grupo de oligonucled-
tidos inmuncestimulantes muy potentes en humanos
que no contienen motivos CpG. En esta experiencia se
utilizé uno de estos ODNs (IMT-504) de 24 bases, cuya
secuencia de nucledtidos estd representada por:

5 TCATCATTTTIGTCATTTTGTCATT %

EI IMT-504 es el prototipo de los ODNs desarro-
llados por Immunotech. Este ODN se caracteriza por
tener una accion directa sobre células B y células
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dendriticas plasmacitoides, activindolas. Algunas de
las respuestas a esta accién son: aumento de la ex-
presién de moléculas coestimulantes (CD40, CD80,
CD86, MHC clase 1y 11, etc.) en la superficie celular,
secrecion de 1L6, IL10, IgM y en combinacién con 112
secrecion de GM-CSF.

En estudios preliminares (no publicados), la prin-
cipal accién “in vitro” del ODN IM504 sobre células
leucémicas extraidas de pacientes con leucemia
linfocitica crénica, fue la induccién de un fenotipo
inmunogénico en las células CD5-CD19 positivas,
caraclerizadas por la expresién aumentada de CD40,
CD80, CD86, que las haria potencialmente recono-
cibles por células T citotéxicas autdlogas.

En el presente estudio se analizaron los cambios de
la expresién de las moléculas coestimulatorias CD40,
CD80 y CD86 después de la incubacién con ODN504
en células CD5-CD20 positivas de pacientes previa-
mente diagnosticados como leucemia linfdtica croni-
ca de fenotipo B. Ademds se analizé la expresién de
Anexina V y la morfologfa como expresién de
apoptosis. Se correlacionaron con las caracteristicas
clinicas y con el estado mutacional del gen de la re-
gién variable de las cadenas pesadas de las inmuno-
globulinas.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Desde marzo a julio de 2003, se lomaron mues-
tras de sangre periférica de 20 pacientes con leucemia
linfitica cronica diagnosticada previamente segtin los
criterios morfolGgicos y fenotipicos aceptados actual-
mente®. Los pacientes fueron informados de los pro-
pésitos de investigacién del estudio y firmaron un
consentimiento informado, garantizando especial-
mente el anonimato de sus datos.

Las muestras de sangre fueron obtenidas por pun-
cidn venosa de los pacientes con LLC-B en el Servicio
de Hematologfa de CEMIC, Buenos Aires, Argentina
usando heparina sédica como anticoagulante. Las cé-
lulas mononucleares fueron aisladas en un gradiente
Ze Ficoll-Hypaque (Sigma Diagnostics Inc., St. Louis,
MO). Las muestras de sangre eran diluidas 1:2 en
medio RPMI-1640 (PAA laboratories GmbH, Linz,
Ausimia) v suplementadas con L-glutamina 2.0 mM y
300 pg/ml de gentamicina y 20 mM HEPES, y
centrifugadas a 1000 cg por 40 minutos a 20 °C. Lue-
g0 eran lavadas y resuspendidas en un medio suple-
mentado con 10% de suero fetal bovino.

Incubacién con Oligonucledtidos

Los elementos mononucleares de ese modo separa-
dos, fueron comparativamente incubados con 3 ODNs
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de 24 bases: a) IMT504 con motivo PyNTTTTGT:
(TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT) sintetizado por
IMMUNOTECH, b) ODN2006 con motivo CpG, <)
ODN22 (TGCTGCAAAAGAGCAAAAGAGCAA), un
ODN previamente reconocido como no estimulantes y
d) sin ODN, como control. Los ODNs b y ¢, fueron ob-
tenidos de Oligos ETC (Bethel, Maine). Los ODNs fue-
ron suspendidos en agua libre de pirdgenos y mante-
nidos a -20 °C hasta su uso. Todas las incubaciones fue-
ron hechas a 37 °C y en iguales concentraciones de 3,5
pg/ml de cada ODN estudiado.

Citometria de flujo

Después de 24 horas de incubacidn, se efectuaron
determinaciones por citometria de flujo en las célu-
las CD5/CD19 positivas (Becton Dickinson, San Jose,
CA) de los siguientes marcadores: CD20, CD40,
CD80, CD86, MHC class I and MHC class 1l, con
antisueros fluorescentes (Serotec, Raleigh, NC). La
induccién de la apoptosis fue evaluada después de
40 horas de incubacién, usando el método de
Annexina V-fosfatidilserina (Serotec, Raleigh, NC).
Las determinaciones efectuadas a las células incuba-
das sin ODNs fueron tomadas como datos basales
para construir un indice de incremento. Los datos de
citometria de flujo fueron efectuados en muestras de
20,000 células, con un FACScan (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San José, CA). Los datos
fueron analizados usando un programa de computa-
cion Win MDI, 2.8, Interface Flow Cytometry
Application (Joseph Trotter Copyright 1993-1998).

Estado Mutacional de la regién variable de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas

Brevemente, se extrajo RNA total de las células
leucémicas utilizando TriZOL reagent® (Invitrogen).
Se obtuvo cDNA utilizando Superscript ™ (Invi-
trogen), poliT (Invitrogen) y 1-2ug de RNA total, en
un volumen de reaccién de 20ul. Con 1-2 ul de estos
cDNA se realizaron tres PCR por paciente para am-
plificar las zonas variables de las cadenas V,, de las
inmunoglobulinas. Para cada reaccidn se utilizé una
mezcla de primers sense (VH1 a VH6) y un primer
antisense especifico que correspondia a cada una de
las zonas constantes de cada Ig (IgG, IgM o IgA). La
temperatura de melting utilizada dependié de cada
primer. Utilizando los productos de aquellas reaccio-
nes que fueron positivas, como templado y previa
purificacién de los mismos con GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences), se
secuenciaron utilizando los primers sense y reverse
que correspondian. Las muestras fueron secuenciadas
utilizando el kit CEQ™ DTCS-Quick Stara Kil
(Beckman Coulter-USA) y el secuenciador automati-
co CEQ 2000 (Beckman Coulter), Todos los primers
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TABLA1
Primers utilizados para la deteccién de mutaciones de la regién variable de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas en células de pacientes con LLC-B

VH Primers Lider

VHI and VH7: ATGGACTGGACCTGGAGG
VH2: CAC(GA)CTCCTGCTGCTGACCA
VH3a: GCTGGGTTTTCCTTGTTGC

VH3b: ATGGAGTTTG)GGIAG)CTGAGCTG
VH4: GCTCCCAGATCGGGGTCCTG

VH5: CTCCTCCTGGCTGTTCTCC

VH6: CTGTCTCCTTCCTCATCTTCC

VH Primers Familia—especificos FR1

VHI: GT(GA)CAGTCTGG(GA)GC)CTGAGG
VH2Z: AAACCCACA(CG)AGACCCTCAC
VH3: GGTCCCT(GT)AGACTCTCCTGT

VH4: (CG)ACCCTGTCCCTCACCTGC

VH5: AAAGCCCGGGGAGTCTCTG

VH6: CCCTCGCAGACCCTCTCAC

VH7: GGTGCAATCTGGGTCTGAGTT
CH Primers Isotipo-especificos

IgM: CAGGAGAAAGTGATGGAGTICG
IgG: GGGGAAGTAGTCCTTGACCAG
IgA: GAGCGCTCAGCGGGAAGACCTT

Otros primers:

VH1 CTC ACC ATG GAC TGG ACC TGG AG
VH2 ATG GAC ATA CTI TGT TCC ACG CTC
VH3 CCA TGG AGT TTG GGC TGA GCT GG
VH4 ACA TGA AAC AYC TGT GGT TCT TCC
VH5 ATG GGG TCA ACC GCC ATC CTC CG
VH6 ATG TCT GTC TCC TTC CTC ATC TTC

TABLA 2
Datos demogrificos de la poblacién de pacientes con leucemia linfitica crénica estudiada
N=20 pts
Edad media (rango) 63 (48-77)
Sexo (F/M) 8/12
Estadios RAI
0 8
1 4
2 5
3 1
4 l
Linfocitos media (rango) 48.900 (10.000 a 105.000)/mm3
Esplenomegalia 5 (25%)
Adenopatias 6 (30%)

Tiempo de evolucidn previo, mediana (rango)

32 meses (3 a 120)

provienen de IMMUNOTECH SA y fueron sintetiza-
dos con el Oligo 1000 M (Beckman Coulter). Los
primers utilizados fueron: (Tabla 1).

RESULTADOS

Datos demograficos

Ingresaron al estudio 20 pacientes con LLC-B. La
edad media de los pacientes fue de 63 afios (48 a 77).
La relacién femenino/masculino de la poblacién fue
8/12 . Al momento del ingreso los estadios de RAI
eran (: 8pts, 1:4pts; 2: 5pts, 3: 1 pt, y 4: 2. El re-
cuento promedio de leucocitos fue 48,900/mm3
(10,000 a 105,000). Se observé esplenomegalia palpa-
ble en 5 pts (25%) y adenopatias en 6 (30%) de los
pacientes. Diez pacientes (50%) ya habian recibido
quimioterapia por progresion de la enfemedad antes

del ingreso al estudio. La mediana de evolucidn pre-
via en meses fue de 32 (3 a 120). (Ver Tabla 2)

Expresion de las moléculas de superficie en células
LLC-B, en respuesta al cultivo con PyTTTTGT
ODN IMT504

Después de un periodo de incubacion de 24 horas
con los ODNs IM504, el ODN 2002 o el ODN IMT022
inactivo, el nivel de las moléculas de superficie, CD40,
CD86, CD20 y MHC class | fueron evaluadas por
citometria de flujo. En todos los casos, el ODN IMT504
y el ODN2002 produjeron una aumento de la expre-
sién de CD40 (ver Figura 1), CD 80 v CD86 and MHC
clase I molecules mientras que la expresion de CD20
permanecio sin cambios (Ver Figura 2). La actividad del
ODN considerado inactive IMT022, no se diferencié
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TABLA 3

Indice G incremento de la expresion del marcador de superficie (estudiado/control) para los
=ercadores estudiados después de la incubacion de células LLC-B con ODNs
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Maccader M504 2006 IMT022 Control
e superhioe ODN ODN ODN Sin ODN
PyNTTTTGT CpG Inactivo
D 4.84 (1.44-9.20) 454 (1.409.38) 1.03 (0,67-1.10) 1
oS0 1.55 (1.23-241) 1.38 (1.10-2.36) 1.01 (0.91-1,05) 1
lwa 1.82 (0.9-3.8) 1.82 (0.9-3.80) 1.0 (0.90-1.05) 1
Anexina V 1.66 (0.77-2.61) 2.01 (1.07-2.61) 1.04 (0.93-2.00) 1
A B
Leud CD40CD19CDS5 504 3 LeudA CD40CD19CD5 2006 3
2. =
= | Gm: 1519.04 — | Gm: 1426 .64
W 1CV 980 . {CV 858
€ | [D-1023] 100.00% £ | [0-1022) 100.00%
hi i\ &
----r|l ™ /
= o . [=T st
10° 10" 10" 10 10 1 1o 10 1o 10
CD40FITC CO40FITC
C D
Leud CD40CD19CD5 22 3 Leu& CD40CDI9CD5SCHN 3
32, 8,
~ | Gm: 256.55 = | Gm:; 203.17
w 1V 1453 w 1CV 1378
| [0-1023] 100.00% £ | [0-1023) 100.00%
fi 5 A
=

CD40FITC

Fig: 1. Determinacion de CD40 por citometria de flujo, en célulss de un paciente con LLC-B, incubados con Panel
A) ODN IMT504 (PyNTTTTGT), Panel Bl ODN2006 (CpG), Panel CIODND22 (mactive) y Panel D) Control. A
y B muestran uma expresion efevada de CO40 (idrea azul), C y D fimen Sap expresin {similar) de CD40.

2= comol (Ver Tabla 3). En un paciente los indices
&= sstmulacifn para CD40, CD80 y CD86 no pudie-
som sfectuar=e por la tendencia espontinea y rapida
&e la= celulas LLC-B a entrar en apoptosis. La carac-
feristicas ciimicas del paciente eran las de una LLC
“atipica” en un individuo joven, de morfologia
Blistics, de considerable agresion clinica, anemia y
esplenomegalia masiva, En la actualidad estd siendo
tratado com protocolos de LLA. El gen Ig VH no era
mutado

El estado mutacional de los genes Ig V, de los
pacientes ingresados al estudio

De doce pacientes se liene la informacidn del es-
tado mutacional del Ig V,, (al momento de la prepa-
racion de este manuscrito). Seis de 12 (50%) pacien-
tes enrolados en el estudio tenfan mas del 98% de
homologia con las células germinales en la secuencia
de la region variable de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (no mutadas) (Ver Tabla 4). Un
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LeuD CD5CD19CD20 1 504 40h
Gate CD3+CD19+

.
-]

Gm: 243.79
{0 1933
| [0-1023] 100.00%
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LeuD CD3SCD19CD20 1 22 40h
Gate CD3+CD19+
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{cv 2009
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LeuD CD5CD19CD20 1 2006 40h
Gate CD5+CD19+

Gm: 168.78
C\: 24.84
E [0-1023] 100.00%

75

LeuD CD5CD19CD20 1 CN 40h
Gate CD5+CD19+

= Gm: 219.61
{Cv 2282
| [0-1023] 100.00%

Events

Fig: 2. Determmacién de CD20 por citometria de flugo, en células de un paciente con LLC-B, incubados con Panel A)
ODN IMT504 (FyNTTTTGT), Panel B) ODN2006 (CpG). Panel C}ODNO22 (inactivo) y Panel D) Control. Ni los
mcubados con ODNs activos, el tmactive ni el contral, mostraron un incremento en la actividad de CD20

paciente no pudo ser evaluado por tener una delecién
extensa en el gen Ig V, , los restantes 5 pacientes te-
nian menos de 96% de homologfa (mutados). La res-
puesta media para la estimulacién de la expresién de
CD40 de estos casos no fue diferente en los pacien-
tes no mutados y mulados ( p= 0.6).

Efecto de la incubacién con ODNs sobre la
apoptosis de células LLC-B “in vitro”

Las células de la LLC-B tienen muiltiples defectos
en las vias apopldlicas y en parle por ese motivo se
acumulan “in vive”. Pero cuando se cultivan “in
vitro” pasan rapidamente a apoptosis. Las ODN CpG
pueden modificar la apoptosis “in vitro” de un modo
complejo. Se estudié el efecto del ODN prototipico
PYTTTTGT IMT504 sobre la apoptosis de células
LLC-B "in vitro”. La Fig. 2 resume los resultados
obtenidos. El ejemplo A, muestra una respuesta ti-
pica de células B. Después de 40 horas de incubacién
“in vitro” mds del 60% de las células permanecen
intactas, entre el 15% y el 20% entran en apoptosis

(casillero bajo derecho) y aproximadamente la mis-
ma cantidad en necrosis (casillero derecho superior).
La incubacién de esas células normales con ODN
IMT504 claramente las protege de la necrosis, mien-
tras que la incubacidén con el control negativo ODN
IMT022 no tiene ese efecto. El ejemplo B muestra un
resultado tipico observado en el 75% de las muestras
celulares estudiadas. Estas células son mas proclives
a entrar en necrosis, presumiblemente a través de un
rdpido pasaje por un estadio apoptético. Sélamente
del 10% al 40% permanecen intactas después una
incubacion de 40 horas “in vitro”. Cuando se incu-
ban esas células LLC-B con ODN IMT504 se induce
claramente apoptosis, pero se las “protege” del pa-
saje a necrosis. La incubacién con el ODN IMT022 (in-
activo) no tiene ese efecto. El ejemplo C muestra re-
sultados tipicos de un segundo grupo de células
LLC-B. Estas células tienen una tendencia natural
para entrar en apoptosis y necrosis después de 40 hs
de incubacién. Cuando la incubacién se efectiia con
con ODN IMT504 se induce apoptosis pero el pasaje
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Tabla 4
Estado mutacional del gen Ig V,, de 12 pacientes con LLC-B, ingresados al estudio de incubacion de células
leucémicas con ODNs
Codigo Tipode Locus utilizados en Mutacion N® de mulaciones Comentarios
de Paciente mmuno- el rearreglo V,, Somitica
globulina
g it M VH3 3-66; D3-10; |H6b 7 enduda 7777 en duda El locus D3-3 se
encuentra asociado a
un mal pronostico, en
general los pacientes
estan “no mutados™ ¥
segin la bibliografia
existe correlacion de uso
de este locus y trisomia
de cromosoma 12
(Ver paper)
1120 IgM VIH4 4-59; D3-3; |Hdb no mutado CDRL: 0 CDRZO0 R: mutacion que cambia
FRI:0 FRZ:0 FR:IR el aminoacido;
S: no cambia aminoacido
102001 IgM VH3 3.73; D2-15 0 no mutado CDR1: 0 CDRX: 15
Da-25; JH2 FR1:3(15 y2R) FR2:15
FR3: 2(15 yIR)
112011 IgA . nd. Nd
212012 lgM VH3 3-66; D3-3; JHab no mutado CDR10 CDRZO FRLAR
FR2:0 FR3:15
112007 IgM posee una delecion
delecidn
112013 IgM VH4 4-04; D 7; JHab no mutado  CDR1: 0 CDR2Z: 3(1R y 25)
FR1: 2(15y 1R) FR2: 0
FR3: 5(3Ry 25)
112014 IgG VH4 4-34; D 7; |Heb mutado CDRI(ZR y 15) CDRL 2(1Ry
15) FR1:5 (2R y 35) FRZ:3(IR
y 25) FR3:7 (3R v45)
112015 IgM VH4 4-34; D3-3; JH4b no mutado CDRI:IR CDR2: 15 FR1:35
FRZ0 FR3:2 (IR y 15)
212016 IgM VH3 3-30/3-30.5; D3- mutado CDRI: IR CDR2:7 (5R y 25)
22/21-%; JHib ‘ FR1:0 FRZIR FR3: 9(7R y 25)
202008 IgM VH1 1402; D3-22/21-% JH1 mutado . CDR1: 2R CDR2:1R
FR1:2 (1R y 15) FR2: 1R
FR3: 3 (1R y 25)
112017 IgM VH3 - (L5G &1} D= no mutado CDR1: 0 CDR22R FRL:D

3/DXP4; JHeb

FR20 FR340R y 25)

2 necrosis conlinida sin cambios. La incubacion con
=l ODN022 (inactivo) no presenta ese efeclo.

DISCUSION

Los resultados aqui presentados demuestran que
l2= células de la LLC-B, tienen una capacidad de res-
puesta in vitro a los ODNs sintéticos con molivos
PeNTTTIGT que provocan un cambio fenotipico ca-
racterizado por el aumento de la expresion de CD40,
CDS0 y CD86, genéricamente denominadas molécu-
las coestimulatorias. Ciertos componentes proteicos
de las células neopldsicas, son degradados a péptidos
intracelularmente durante el proceso de apoptosis,
Estos, si no son reconocidos como propios, son expre-

sados en la superficie celular por el MCH clase II. Las
moléculas coestimulatorias son indispensables para
la interaccidn de las moléculas del complejo mayor
de Histocompatibilidad Clase I, y los receptores T
de los linfocitos T, que es el principio bdsico de la res-
puesta inmune adaptativa.

La induccién v el mantenimiento del periodo de
apoptosis de las células LLC-B incubadas con el ODN
IMT504, es un fenémeno que podria argumentarse
como un posible futuro efecto terapéutico directo
sobre las células LLC-B, que también puede tener un
efecto indirecto a través del reconocimiento ¥
fagocitosis por las células monociticas-macrofagicas,
digestién de sus proteinas y expresién de peptidos
por parte de las células presentadoras de antigenos
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Figura 3, Efectos de la incubaciin de células de LLC-B con ODNs, so-
bre la expresidn de Anexina V. Tres casos testigo,

y la consecuente expansién de los linfocitos T cito-
l6xicos con especificidad contra la neoplasia B.

En esta serie pequena de casos, ambos cambios
fenotipicos (moléculas coestimulatorias y apoptosis)
se produjeron indistintamente de la edad, sexo, nii-
mero de leucocitos, estadio de Rai, la necesidad de
terapéutica previa, v del estado mutacional del gen
gV,

En el caso de la expresién de CD20, la misma no
ha variado frente a la incubacién con los diferentes
ODNs, lo cual no darfa sustento racional a su utili-
zacion con anticuerpos anti-CD20.

EI ODN IMT504 ha sido estudiado farmacoldgi-
camente en tres especies animales, incluidos primates
en nuestra institucion (no publicado), sin identificar
toxicidad a dosis 1000 veces mds altas que las nece-
sarias para lograr las concentraciones plasmaticas
equivalentes a las de este experimento in vitro. Como
consecuencia, se ha disenado un estudio de fase I, con
la administracion parenteral de ODN IMT504 a pa-
cientes con LLC-B con enfermedad avanzada, para
confirmar que los cambios fenotipicos observados in
vitro, se produzcan igualmente in vivo, y si esos cam-
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bios lienen algtin efecto bioldgico o clinico beneficioso
en pacientes con LLC-B.

SUMMARY

Introduction: B-CLL cells are poor stimulators of T-
cells because they usually have low expression of
costimulatory molecules necessary for T-cell activation
(CD40, CD80, CD86), even though they express MHC class
I and IT molecules. As a consequence, their unique surface
Ig idiotype may escape immunological surveillance. ODNs
bearing a CpG motif, stimulate B and plasmacytoid
dendritic cells. Also, they up-regulate the expression of
several co-stimulatory molecules in B-CLL cells and they
induce direct apoptosis. Recently, it has been
communicated that other ODNs, bearing PyNTTTTGT (Py:
pyrimidine, N: any nucleotide) motifs are also able to
stimulate human B and plasmacytoid dendritic cells.

Methods: In this study we investigated the effects of
these novel ODNs regarding the expression of co-
stimulatory molecules and apoptosis induction in human
B-CLL cells. B-CLL cells (CD5, CD19 and CD20 positive)
from 20 patients were comparatively incubated with the
following 24mer ODNs: a) IMT504 bearing PyNTTTTGT
motif, b) ODN2006 bearing CpG motif and ¢) ODN22, a
non-stimulatory ODN as a control. All incubations were
made at the same concentrations of the corresponding
ODN. After 24 hrs of incubation, flow cytometric
determinations in CD5/CD19 positive cells (Becton
Dickinson, San Jose, CA) were made for CD20, CD40,
CD80, CDs6, expression with fluorescent antisera, (Serotec,
Raleigh, NC). Apoptosis induction was evaluated after 40
hrs, using the Annexin V-phosphatidylserine method
(Serotec, Raleigh, NC). Incubation without ODNs
determinations were taken as baseline to build an increase
index. Mutational status of Ig VH gene and complete
clinical data were also obtained.

Results: Median increase index for CD40 was 4.84 (1.44-
9.20); for CD80 was 1.55 (1.23-2.41); for CD86 was 1.82 (0.9
3.8) in B-CLL cells incubated with IMT504. Median increase
index for CD40 was 4.54 (1.40-9,38); for CDB0 wa= 1.38
(1.10-2.36); for CD86 was 1.82 (0.9-3.80) in the B-cells
incubated with the ODN2006. Neither ODN2006, nor
IMT504 increased the expression of CD20. Annexin V-
phosphatidylserine expression index was 1.66 (0.77-2.61)
and 2.01 (LO7-2561) for IMTS04 and ODN2006 respectively.
ODN22 incubated B-CLL cells assays, for all cluster
differentiation analysed, were similar to non ODN
incubated controls. Mutational satus and clinical
correlations were also made.

Conclusions: Both, PyNTTTTGT ODNs and CpG ODNs
are able to up-regulate co-stimulatory molecules in B-CLL
cells and directly stimulate apoptosis in B-CLL cells of some
patients. The results here presented strongly suggest the
possibility that simulation of B-CLL cells in vivo with some
ODNs, may be an attractive immunotheraphy for B-CLL.
Our preclinical studies have shown that PyNTTTTGT ODNs
are safe (unpublished) in three animal species, including
non-human primates. Therefore, phase 1/11 clinical trials
using these ODNs in B-CLL may be warranted.

Keywords: B-CLL; Oligodeoxynucleotide; biology In-
troduccidn



INDLICCION DE FENOTIPO

BIBLIOGRAFIA

[ B

Lk

o

LES)

10.

Kipps, T Immune and cell therapy of hematologic malignan-
cies International Journal of Hematology. 2002 suppl 76 269-
273

Zent CS, Kyasa M|, Evans R, Schichman SA. Chronie lympho-
cytic leukemia incidence is substantially higher than esh-
mated from tumor registry data. Cancer. 2001 1,92(5):1325-30.
Kay NE. Hamblin T), Jelinck DF, Dewald GW, Byrd |C, Farag
S Lucas M, Lin T. Chronie lymphocytic leukemia. Hematol-
ozv (Am. Soc. Hemato.l Educ. Program). 2002;:193-213,
Aksentifevich 1, Flinn IW. Chronic lymphocytic leukemia:
sdvances in biology and therapeutics. Curr Opin Oncol. 2003
Jarg15{1):16-22.

Segel GB, Woodlock TJ, Xu J, Li L, Felgar RE, Ryan DH,
Lichtman MA, Wang N. Early gene activation in chronic leu-
kemic B lymphocytes induced toward a plasma cell pheno-
type Blood Cells Mol Dis. 2003;30(3):277-87

Schimmer AD, Munk-Pedersen 1, Minden MD, Reed JC. Bel-
2 and apoptosis in chromic lymphocytic leukemia, Curr Treat
Options Oncol. 2003;4(3):211-8

Barmeri R, Kitada S, Flinn IW, Pearson M, Young D, Reed ]C,
Byrd JC.. Apoptotic-regulatory and complement-protecting
protein expression in chronic lymphocytic leukemia: relation-
ship to in vivo rituximab resistance. ] Clin Oncol 2003;
21(8):1466-71.

Cheson BD, Bennett JM, Grever M, et al. National Cancer In-
stitute-sponsored working group gudelines for chronic lym-
phocytic leukemia: revised guidelines for diagnosis and treat-
ment. Blood. 199687 -4900-3907

Jelinek DF, Tschumper RC, Geyer SM, Bone ND, Dewald GW,
Hanson CA, Stenson M], Witzig TE, Tefferi A, Kay NE. Analy-
sis of clonal B-cell CD38 and immunoglobulin variable region
sequence status in relation to clinical outcome for B-chromic
lymphocytic leukaemia. Br | Haematol. 2001;115(4):854-61.
Hamblin T], Davis Z, Gardiner A, et al. Unmutaled Ig VH
genes are associated with a more aggressive form of chronic
lymphocytic leukemia, Blood. 1999;15:1848-1854.

Hamblin T}, Orchard A, Ibbotson RE, Davis Z, Thomas PW,
Stevenson FK, Oscier DG. CD38 expression and immunoglo-
bulin variable region mutations are independent prognostic
variables in chronic lymphocytic leukemia, but CD38 expres-
sion may vary during the course of the disease. Blood.
2002;99(3):1023-9,

Crespo M, Bosch F, Villamor N, Bellosillo B, Colomer D,
Rozman M, Marce 5, Lopez-Guillermo A, Campo E,
Montserrat E. ZAP-70 expression as a surrogate for immuno-
globulin-variable-region mutations in chronic lymphocytic
jeukemia. N Engl | Med. 2003;348(18):1764-75.

12 Wiestner A, Rosenwald A, Barry TS, Wright G, Davis RE,

14.

15.

16.

17.

18.

19.

7

—_—

23.

24,

25.

26.

175

Henrickson SE, Zhao H, Ibbotson RE, Orchard JA, Davis Z,
Stetler-Stevenson M, Raffeld M, Arthur DC, Marti GE, Wilson
WH, Hamblin T], Oscier DG, Staudt LM, ZAP-70 expression
identifies a chronic lymphocytic leukemia subtype with
unmutated immunoglobulin genes, inferior clinical outcome,
and distinct gene expression profile. Blood. 2003;101(12): 4944
51.

Van den Hove LE, Van Gool SW, Vandenberghe P, Bakkus
M, Thielemans K, Boogaerts MA, Ceuppens JL. CD40 trigger-
ing of chronic lymphacytic leukemia B cells results in efficient
alloantigen presentation and eytotoxic T lymphocyte induc-
tion by up-regulation of CD80 and CDE6 costimulatory mol-
ecules. Leukemia, 1997;11(4):572-80.

Wierda W, Cantwell M, Woods S, Rassenti L, Prussak C, Kipps
T. CD40-ligand (CD154) gene therapy for chronic lymphocylic
leukemia. Blood. 2000,96:2917-24524.

Ulevitch R]. Molecular mechanisms of innate immunity.
Immunol Res. 2000;21(2-3):49-54.

Medzhitov R, Janeway C. Advances in Immunology: Innate
Immunity. N Engl J Med 2000; 343:338-344.

Delves P. |., Roitt I. M. Advances in Immunology: The Im-
mune System— First of Two Parts. N Engl ] Med 2000; 34337
49

Aderem A, Ulevitch R]. Toll-like receptors in the induction
of the innate immune response. Nature. 2000,306(6797) 752
7

. Takeda K, Akira S. Roles of Toll-like receptors in innate im-

mune Genes Cells. 2001 5{9:733-42.

. Naumann M. Nuclear factor-kappa B activation and innate

immune response in microbial pathogen infection. Biochem
Pharmacol. 2000;60(8):1109-14.

Ashkar A, Rosenthal K. Toll-like receptor 9, CpG DNA and
innate immunity, Curr Mol Med, 2002;2(6):545-56.

Omar Duramad, Karen L Fearon, Jean H Chan, Holger
Kanzler, Jason D Marshall, Robert L Coffman, and Franck |
Barrat. [L-10 regulates plasmacytoid dendritic cell response
to CpG containing immunostimulatory sequences. Blood,
Prepublished Aug 2003, 101182/ blood-2003-07-2465

Emer Bourke, Daniela Bosisio, Jos¢ Golay, Nadia Polentarutt,
and Alberto Mantovani The toll-like receptor repertoire of
human B lymphocytes: inducible and selective expression of
TLRY and TLR10 in normal and transformed cells. Blood,
2003;02:956-963.

Zelenay S, Elias F, Flo ). Immunostimulatory effects of plas-
mid DNA and synthetic oligodeoxynucleotides. Eur )
Immunol. 2003;33(5}1382-92,

Elias F et al. Strong Cytocine-Guanosine-independent
Immunostimulation in Humans and Other Primates by Syn-
thetic Oligodeoxynucleotides with PYNTTTTGT Motifs. J.
Immunol. (en prensa) 171(7), 2003



