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INTRODUCCION



1. LA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

1.1. Introduccién

La leucemia linfatica crénica (LLC), descrita en la década de los sesenta como
una enfermedad en la que se produce un acumulo de linfocitos, aparentemente
maduros e inmunologicamente incompetentes, es la leucemia de mayor incidencia
en los paises occidentales. Cerca del 99% de las LLC son del tipo celular B (LLC-B) ¥
alrededor del 1% del tipo celular T (LLC-T). La edad de aparicién oscila entre los 60
y 80 afios y los casos de LLC en personas con menos de cuarenta aflos son muy raros
(Montserrat v col., 1991). Es mas frecuente en varones, siendo la relacion
varon/mujer igual a 1.5. La etiologia es desconocida, aunque se postulan factores
hereditarios, genéticos e inmunologicos (Montserrat, 1992). El diagndstico de la
11.C-B se basa en estudios de laboratorio que incluyen fundamentalmente un
hemograma -con atencién a la morfologia de los linfocitos-, una biopsia de médula
Osea, y un minimo de marcadores celulares que establezcan que la naturaleza de las
células sea B v que muestren un fenotipo caracteristico de la enfermedad.

La LLC-B esta incluida en la clasificacion de las enfermedades
linfoproliferativas crénicas de células B. Estas son entidades hematologicas
heterogéneas, desde el punto de vista morfoldgico, inmunolégico y clinico. A este
grupo pertenecen la LLC-B, la leucemia prolinfocitica B (LPL-B}, la L1LC-LPL, el linfoma
esplénico con linfocitos vellosos, la leucemia de células peludas (LCP), la LCP
variante, el linfoma de células del manto, el linfoma folicular de célula hendida
pequefia en fase leucémica, y las proliferaciones de linfocitos B pequefios de tipo no
especifico. La LLC-B debe ser diferenciada de estas entidades, y también de las
neoplasias de la célula T madura, mucho menos frecuentes en nuestro medio que
los procesos neoplasicos de células B y que se han clasificado en cuatro tipos
principales: la LLC-T, la leucemia prolinfocitica T (LPL-T), el linfoma-leucemia de
células T del adulto y el sindrome de Sézary (Gale y Foon, 1987; Litz y Brunning,
1993; Dighiero, 1993; Rosenberg, 1994; Harris y col., 1994),

El Grupo Internacional de Estudic de la LLC ({IWCLL, del inglés "International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia") y "The National Cancer Institute-
Sponsored Working Group” propusieron en 1989 unas guias similares para el



diagnéstico de la LLC (Montserrat, 1992). Estas son en esencia las siguientes: a)
linfocitosis en sangre periférica superior a 5x10%/1, mantenida durante al menos
cuatro semanas; b) morfologia de linfocitos maduros, con no mas del 55% de células
linfoides inmaduras o atipicas; ¢) fenotipo compatible con LLC: expresién de
cadenas kappa (x) o lambda (A), presencia débil de inmunoglobulina de superficie y
positividad para el antigeno CD5; d) afectacion de la médula 6sea con infiltracion.
de mas del 30% de linfocitos.

Las manifestaciones clinicas y el curso de la enfermedad varia de unos
pacientes a otros (Dighiero y col,, 1991; Montserrat, 1992), Alrededor de un 20%
estan asintomaticos al diagnéstico, detectandose la LLC por €l hallazgo de linfocitosis
absoluta en un hemograma de rutina, o por la presencia de adenopatias no
dolorosas. Las adenopatias se desarrollan en mas del 90% de los pacientes y pueden
afectar a cualquier regién ganglionar. A lo largo de la evolucién, el acimulo de
adenomegalias puede dar lugar a compresiones de partes blandas. Asimismo, la
LLC-B puede afectar a 6rganos extrahematopoyéticos. Otro tipo de manifestaciones
son las derivadas del fracaso hemopoyético. Pese a la precocidad de la infiltracién
medular, los sintomas derivados de la misma -la anemia, neutropenia y
trombocitopenia- suelen ser tardios en la evolucién del proceso, hasta el punto que
se consideran datos de enfermedad evolucionada (Montserrat, 1992). Sin embargo,
pueden ser mas precoces las citopenias -anemia y/o trombocitopenia- de origen
autoinmune. Estas citopenias aparecen entre el 5 y el 20% de los casos en cualquier
fase de la evolucidn, incluso como manifestacion inicial, y no implican el pronéstico
ominoso de las citopenias por mieloptisis.

Las alteraciones en la inmunidad humoral y celular tienen un claro
protagonismo en la mayor incidencia de episodios infecciosos en estos pacientes, y
posiblemente en que la incidencia de neoplasias en las personas con LLC sea
superior a la de la poblacién general (Montserrat, 1992). Las complicaciones
infecciosas son la causa de muerte en gran parte de los pacientes con LLC-B
(Catovsky y Foa, 1990p). En un 5% de los casos aparece un componente monoclonal,
generalmente constituido por inmunoglobulina M.

En la evolucién de la LLC-B puede ocurrir la transformacion de la célula B
leucémica (Montserrat, 1992). La forma mas habitual es la transformacion
prolinfocitoide (en la que en sangre periférica coexisten linfocitos maduros con
hasta un 55% de prolinfocitos), y el sindrome de Richter (linfoma de células
grandes), éste con una incidencia aproximada del 5% (Litz y Brunning, 1993; Harris
y col., 1994; O'Brien y col., 1995). A diferencia de lo que ocurre en la leucemia
mieloide crénica, es excepcional que la LLC evolucione a leucemia aguda (Dighiero y
col., 1991; Montserrat, 1992).



1.2. Inmunobiologia de la LLC-B

La mayoria de las células de la LL.C-B expresan un numero de antigenos de
superficie celular restringidos a la linea B (Burrows y col., 1993}, asi como genes de
inmunoglobulinas reordenados clonalmente (Freedman, 1990). Los linfocitos B de la
LLC-B presentan los siguientes antigenos de membrana:

Inmunoglobulinas de superficie

La mayoria expresan IgM (u) v, con frecuencia, IgM e [gD (u+3) (Dighiero,
1992). La intensidad de expresién de la inmunoglobulina de superficie es mucho
mas débil que en el linfocito B normal (Brouet y Seligmann, 1977; Batata y Shen,
1992). Asimismo se objetiva, en la superficie celular, la presencia de la cadena
ligera ¥ o A, pero no de ambas, lo que apoya la clonalidad del proceso. Esta
clonalidad puede demostrarse mediante los estudios con la enzima glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa (Solanki y col., 1982), y actualmente, mediante el analisis
del ADN, que muestra el reordenamientc de los genes de las cadenas pesadas y
ligeras de las inmunoglobulinas. Los linfocitos, en una minoria -alrededor del 5%-
de los casos de LLC-B, muestran igualmente reordenamiento del gen de la cadena
beta del receptor de la célula T pero, al contrario de lo que sucede en células T
normales v malignas, el gen de la cadena gamma del receptor celular T no esta

reordenado.

Receptores para hematies de ratén

Constituyen un marcador de células B inmaduras. Esto ha sido considerado
por muchos autores como el mejor marcador diagndéstico de la LLC-B (Hokland y col,,
1992}, de hecho, los linfocitos B de sangre normal no forman rosetas con estos
hematies (Batata y Shen, 1992).



Receptores para el C'3d y para la fraccién Fc de la
IgG

La mayoria de los linfocitos B normales forman rosetas con hematies
rodeados con los componentes del sistema complemento C'3b (CR1).y C'3d (CR2);
sin embargo, las ¢élulas de la LLC-B sélo lo hacen con el CR2. Los linfocitos de la LLC-
B presentan receptores para la fraccion constante de la inmunoglobulina G (Fc de la
IgG) (Dighiero, 1992; Montserrat, 1992).

Antigenos celulares "Pan B"

Las células de la LLC-B expresan los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II, DR o DO, pero son heterogéneas en cuanto a la
manifestaciéon del antigeno DQ. Expresan también los antigenos CD19, CD20, CD21,
CD24 y CD40. La presencia de estos antigenos, si bien es caracteristica de la estirpe
celular B, no diferencia a la LLC-B de otras neoplasias de estirpe B (Gale y Foon,
1987; Cheson, 1991; Dighiero, 1992; Montserrat, 1992; Litz y Brunning, 1993;
Kipps, 1995; Rozman y Montserrat, 1995) (Tabla 1).

CD5

La expresién del antigeno CD5 es un dato caracteristico, dnico por su
consistencia en el diagnostico de la LLC-B. Mas del 90% de los casos de las LL.C-B son
CD5 positivos (+) y no esta claro que los casos CD5 negativos (-) deban ser incluidas
bajo el epigrafe de LLC-B (Juliusson y Gahrton, 1993). Este antigeno no lo expresan
los linfocitos de la leucemia de células peludas o tricoleucemia, pero si los
prolinfocitos de las LLC-B y los de las leucemias prolinfociticas B (LPL-B). Se asocia a
la célula T, presentandose tanto en linfocitos T maduros como inmaduros e
identifica también a una subpoblacién de células B normales. Ademds de
encontrarse en un pequefio porcentaje en la periferia de los centros germinales de
los ganglios linfaticos en el aduito (Caligaris-Cappio y col., 1985; Freedman y col.,
1987), los linfocitos B CDS (+) estan igualmente presentes en numero elevado en la
sangre de pacientes con artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, y tras un
trasplante alogénico de médula 6sea. A las células B CD5 (+) se les ha implicado en
la formacién de autoanticuerpos (Hardy y col., 1994).



Antigenos de activaciéon CD25, CD23, CD71

Mas del 50% de los pacientes con LLC-B expresan la subunidad « del receptor
de la IL-2 (R-IL2) (CD25) (Kay y col.,, 1988; Aguilar-Santelises y col., 1993;
Tsilivakos y col., 1994; Nakase y col., 1994) y B (Burton y Kay, 1994), aunque la
intensidad de su expresion es débil. El antigeno soluble CD25 se detecta en el suero
de la mayoria de los casos en los que las células expresan el CD25 (Burton y Kay,
1994).

Las células de la LLC-B expresan también el antigeno de activacion CD23, que
constituye el receptor de baja afinidad para la IgE (Catovsky y Foa, 1990y;
Banchereau y Rousset, 1992; Dighiero, 1992; Fournier y col., 1992; Montserrat,
1992; Sarfati, 1993). Se ha intentado atribuir un valor pronoéstico a la expresion de
este antigeno en los linfocitos de la LLC-B, con resultados contradictorios (O'Brien y
col., 1995). Por otra parte, el recepior soluble del CD23 esta elevado en el suero de
pacientes con LLC-B y su nivel se relaciona con la masa tumoral y estadio de la
enfermedad (Beguin y col., 1993).

No se observa expresién del antigeno de proliferacién CD71 (Dighiero,
1993). Sin embargo, el receptor soluble del CD71 se encuentra elevado en el suero
de los enfermos con LLC-B (Beguin y col.,, 1993).

FMC7 y CD22

Son otros anticuerpos monoclonales de utilidad en la caracterizacién de la
LLC-B, negativos en la mayoria de los casos o expresados en una minoria de las
células, mientras que son siempre positivos en la leucemia prolinfocitica B, en la
leucemia de células peludas, y en mas de la mitad de los casos de linfoma folicular.
No se observa expresion del antigeno CD10, ni de otros antigenos asociados a la
linea celular T (Gale y Foon, 1987; Catovsky y Foa, 1990,; Batata y Shen, 1992;
Dighiero, 1992; Kipps, 1995).



TABLA 1.
PROCESOS LINFOPROLIFERATIVQOS DE CELULA B

EXPRESION DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE CELULAR EN

Igs Igc R-hr CD5 D19/ Anti- FMC7 CD10 CD25 CD38
CD20 HLA I
LC d* - A4t +++ ++ ++ + - + -
LPL f + - + H+ -+ ++ + - -
LCP f + + - 4+ - T - +++ +
ILNH3 f - + - ot ot ++ ++ - +
LNHz m - + +++ ++ +++ ++ + - -
IE f + - - et ++ +++ - + +
TCP +++ - - - - - + - +4++
LLC:  leucemia linfatica crénica
LPL:  leucemia prolinfocitica
LCP:  leucemia de células peludas
INH]: linfoma no Hodgkin de bajo grado (folicular)
LNHj7: linfoma no Hodgkin de grado intermedio
LE linfoma esplénico con linfocitos peludos
TCP: tumores de células plasmaticas (mieloma miltiple)
Igs:  inmunoglobulina de superficie
Igc: inmunoglobulina citoplasmatica
R-hr: receptores para los hematies de ratén
*» d: expresion débil; f: expresion intensa; m: expresion moderada

El signo (-) y (+) indican el porcentaje de casos positivos: (-) < 10%; (+) 10 a
40%; (++) 40 a 80%; (+++) 80 a 100%



Moléculas de adhesi6én

En las células de la LLC-B, es heterogénea la expresién de una diversidad de
moléculas de adhesion; entre ellas estan: a} las moléculas de superficie de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (el CD54/moiécula de adhesion intercelular-
1 (ICAM-1) y el CD58/antigeno 3 asociado a la funcién del linfocito (LFA-3)); b) de
la familia de las integrinas (B (CD29), Bz (CD18), B3 (CD61)); c) de la familia de las
selectinas (L-selectina/Leu-8},y d) del CD44 o "lymphocyte homing receptor", que
participa en la adhesion de los linfocitos B maduros al estroma celular de la médula
6sea (Banchereau y Rousset, 1992; Bevilacqua, 1993; De Rossi y col., 1993).

Fl CD11c es la cadena o de una glicoproteina de dos cadenas, perteneciente a
la familia de las integrinas, miembro a su vez de la familia de los antigenos de
adhesion celular. Dentro de la heterogeneidad de la enfermedad, los linfocitos B de
la L1.C-B muestran variabilidad en cuanto a la expresion del CD11c, siendo positivos
entre el 48 a 78% de los mismos. La expresion del antigeno es débil, a juzgar por la
presencia de fluorescencia de baja intensidad por citometria de flujo (Palutzke y
col., 1992). Se ha intentado asociar la diferente expresion antigénica del CD11c en
la LLC-B con variaciones en el curso clinico de la enfermedad. Sobre ello existen
resultados contradictorios: mientras en unos casos se ha observado relaciéon entre la
positividad del CD11c y una forma mas agresiva de la enfermedad (Tassies y col.,
1991; De Rossi y col., 1993), en otros estudios se objetiva la asociacion del antigeno
con un curso clinico menos agresivo de la LLC-B {(Newman y col., 1993).

Ademas de la expresion de la cadena oy (CD11c), se ha estudiado la de la
cadena g (CD11a) y ap (CD11b). Las tres cadenas alfa se asocian con las integrinas
leucccitarias Bp. Se ha querido atribuir un significado prondstico al fenotipo B1 (-)
B2 (-) B3 (-), ya que algunos autores han encontrado pacientes con caracteristicas

clinicas mas favorables (De Rossi y col., 1993).

Antigenos de la estirpe mielomonocitica

La expresion de antigenos de la estirpe mielomonocitica -CD13 y CD14- en
las células de la LLC-B no es infrecuente (Dighiero, 1992; Montserrat, 1992; O'Brien
y col., 1995). Se ha relacionado con la capacidad de producir IL-1 por parte de las
células de la LLC-B (Morabito y col., 1987) y con la ausencia de expresion del
antigeno CD5 (Ikematsu y col., 1994).



En concreto, gracias a los avances en los métodos inmunologicos ha sido
posible la caracterizacion de las células de la LLC-B y la definicién de los rasgos
distintivos de esta enfermedad con otros procesos patologicos de la célula B, Asi, y
en resumen, las células de la LLC-B se caracterizan por la expresioén débil de las
inmunoglobulinas de superficie, el alto porcentaje de formacién de rosetas con
hematies de ratdn, la expresion del antigeno CDS35, la negatividad para el FMC7 y la
expresion de marcadores de células B maduras (Freedman y Nadler, 1987; Catovsky
y Foa, 1990p; Batata y Shen, 1992; Dighiero, 1992; Rozman y Montserrat, 1995).

1.3. Inmunidad celular y humoral en la LLC-B

1.3.a. Inmunidad celular

El interés por el papel que juega el linfocito T en las neoplasias crénicas ha
aumentado en los dltimos afios, a medida que se ha progresado en el conocimiento
de la interaccion entre el linfocito B y T. Aunque hasta aqui sélo se ha hecho
mencion al linfocitc B como célula alterada en la LLC-B, también existen en esta
enfermedad alteraciones de la inmunidad celular.

Se ha descrito un aumento en el nimeroc absolutc de los linfocitos T en
pacientes con LLC-B sin tratamiento previo, fluctuando sus niveles en el curso de la
enfermedad, y una inversion del cociente CD4/CD8 en sangre debido al aumento
del namero de linfocitos T suprescres, sobre todo en estadios avanzados de la
enfermedad (Laguna, 1983; Gale y Foon, 1987; Dighiero, 1992}, Asimismo, se han
visto anomalias en los antigenos de superficie del linfocito T, como son el menor
porcentaje de células que son reactivas al anticuerpo anti CD3 (Pan T) y el mayor
numero de células que expresan simultaneamente el antigeno CD4 y CD8, tipico de
los timocitos v no de los linfocitos T maduros. En general, se acepta que la LLC-B se
asocia con una disminucién de la funcidén T cooperadora (Lauria y col., 1974; Kay y
Kaplan, 1986; Markey vy ccl., 1986).

De igual forma esta disminuida la actividad LAK -del inglés, "lymphokine
activated killer"- y "Natural Killer" (NK) en la LLC-B. El namero absoluto de células NK
-indicada por la presencia de los antigenos CD56 y CD57 asociados a células NK-
esta aumentado (Foon y col., 1990; Dighiero, 1992). Se observa coexpresion de los
antigenos de superficie CD8 y CD57 en las células NK, situacion poco frecuente en
sangre normal. El nimero de células que expresan el CD16, que identifica el
receptor Fc III en las células NK funcionales esta, sin embargo, disminuido. Estos



datos sugieren que existe un aumento de células NK funcionalmente inactivas (Foa y
col.,, 1986). Los datos reflejados sobre la funcién de células T4, Tg v NK son
contradictorios y de dificil interpretacién (Alvarez-Mon y col., 1986; Alvarez-Mon y
col., 1987; Freedman, 1990; Dighiero y col., 1991; Dighiero, 1992).

La patogénesis de estos defectos no es clara, pero puede estar en relacién con
el hecho ya mencionado de que las c€lulas de la LLC-B expresan el receptor de la
interleucina 2 (CD25) y liberan grandes cantidades del receptor soluble de la
interleucina 2 en suero, niveles que pueden correlacionarse con el estadio de la
enfermedad (Burton y Kay, 1994). La interleucina 2, producida por los linfocitos T
normales, puede ser absorbida por estos receptores, dando lugar a anomalias
inmunoldgicas (Burton y col., 1989; Burton y Kay, 1994).

1.3.b. Inmunidad humoral

Mas del 50% de los pacientes con LLC desarrollan hipogammaglobulinemia y
su presencia depende del tiempo de evolucién y del estadio de la enfermedad
(Dighiero, 1992). Este hecho se relaciona con la mayor incidencia de infecciones
por organismos encapsulados y por gram negativos en estos enfermos. La
hipogammaglobulinemia no es el Gnico mecanismo responsable de la infeccién en
los pacientes con LLC-B, pues la inmunidad celular también esta alterada, como se
ha mencionado anteriormente. La patogénesis de la hipogammaglobulinemia no
esta clara, mas aun cuando es poco frecuente en otras neoplasias de células B,
incluyendo la leucemia linfoblastica aguda, los linfomas difusos y nodulares, la LCP,
etc (Gale y col.,, 1994).

El nivel de inmunoglobulinas no suele normalizarse, a pesar del tratamiento
empleado en la LLC. Con la administracién intravenosa de inmunoglobulinas en
pacientes con LLC-B e hipogammaglobulinemia se reduce, de forma significativa, el
numero de infecciones bacterianas leves o moderadas, pero no ocurre 1o mismo con
las infecciones bacterianas de caracter grave, ni con las producidas por virus u
hongos; en cualquier caso no se ha visto que su uso aumente la supervivencia de
estos pacientes (Cooperative group for the study of immunoglobulin in chronic
lymphocytic leukemia, 1988).
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1.4. Autoinmunidad en la LLC-B

Es bien conocida que la LLC-B se asocia a manifestaciones autoinmunes. A
pesar de ello, la inmunoglobulina de superficie expresada por las células B
leucémicas no contribuye de forma directa a los fendmenos autoinmunes que se
observan en estos pacientes. Las enfermedades autoinmunes asociadas a la LLC-B
surgen con frecuencia de la producciéon intermitente de autoanticuerpos, en su
mayor parte de clase IgG, que reaccionan con antigenos presentes en las células
hematopoyéticas humanas -por ejemplo, hematies o plaquetas-. Estos
autoanticuerpos son producidos, aparentemente, por linfocitos B policlonales y no
por linfocitos tumorales, como consecuencia de una disregulacion inmune asociada
con la LLC-B. Hay que destacar que al ser producidos por linfocitos policlonales,
estos autoanticuerpos no guardan relacion con la clase de inmunoglobulina
presente en la membrana de los linfocitos B leucémicos (Kipps v Carson, 1993).

La anemia hemolitica autcinmune aparece en un 15% de pacientes y la
trombocitopenia y neutropenia inmune son menos frecuentes (1-2%j). La incidencia
de anticuerpos antieritrocitarios {con positividad en la prueba de Coombs, pero sin
acompaniarse de anemia), es mayor que la de la anemia hemolitica autoinmune
detectada clinicamente. De forma similar, es frecuente la presencia de
autoanticuerpos frente a plaquetas y a otras células hemopoyéticas. La presencia de
anemia o trombocitopenia secundaria al ocuparmiento medular tiene peor
prondstico que la existencia de anemia o trombocitopenia autoinmune. No se
conoce la razén por la que los autoanticuerpos detectados en la LLC, se dirigen casi
exclusivamente contra las células hematopoyéticas (Hamblin vy col., 1986).

1.5. Alteraciones citogenéticas y protooncogenes en la
LLC-B

1.5.a. Alteraciones citogenéticas

El bajo indice mitético de las células de la LLC-B ha hecho dificil el estudio del
cariotipo en esta entidad. No obstante, con el empleo de mitégenos para los
linfocitos B, se han podido demostrar alteraciones cromosémicas clonales en mas
del 50% de los casos.
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La anomalia numérica mas frecuentemente asociada a la LLC es la trisomia
del cromosoma 12 -aislada en un tercio de los casos o asociada con otras
alteraciones citogenéticas en los otros dos tercios- (Gale y Foon, 1987; Dighiero,
1992; Juliusson y Gahrton, 1993). La frecuencia de esta anomalia cromosémica
aumenta con el empleo de técnicas de hibridacién in situ no isotéopica. Sin
embargo, esta alteracion cromosomica no es caracteristica de la LLC y se ha descrito
también en otras entidades (linfoma no Hodgkin linfocitico de células pequeias,
LPL, LCP, macroglobulinemia de Waldenstrom).,

La anomalia estructural mas frecuentemente encontrada en la LLC-B afecta al
brazo largo del cromosoma 13, en la banda ql4 o en su cercania, donde se ha
localizado el gen 1 del retinoblastoma (RB1). Este gen codifica una proteina nuclear
que interviene en el control del ciclo celular en la fase Gj. Deleciones o mutaciones
a la altura de este gen supresor podrian intervenir en la patogénesis de algunos
casos de LLC-B.

Otra anomalia estructural descrita es la adicion de material genético al brazo
largo del cromosoma 14 (14q+), donde se han localizado genes de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas (banda q32). La banda q32 esta implicada con frecuencia
en traslocaciones cromosoémicas asociadas a otras neoplasias de células B. En una
minoria de pacientes con LLC-B se detecta la traslocacion t(11;14)(ql3;q932),
resultando la yuxtaposicion de los genes de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas con un hipotético protooncogén llamado Bel-1, que se identific
posteriormente como el gen PRADI, que codifica la ciclina D1. La sobreexpresién
de este protooncogén puede intervenir en el desarrollo de algunos casos de LLC-B,
aunque la neoplasia linfoide a 1a que se asocia con mayor frecuencia es el linfoma
de células del manto.

Excepcionalmente, en la LLC-B se pueden ver otras traslocaciones como la
t(14;18), que se asocia con frecuencia a linfomas nodulares de bajo grado de células
B, v en la que se yuxtaponen los genes de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
con el oncogén Bcl-2 (ver mas adelante). Finalmente, en un 10% de los pacientes con
LLC-B se encuentra la traslocacion t{14;19)(q32;g13.1), que yuxtapone los genes de
las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas con el protooncogén Bcl-3. Este
protooncogén codifica una proteina implicada en el inicio del ciclo celular, por lo
que se sugiere que la sobreexpresion del Bcl-3 intervendria en la patogénesis de
algunas LLC-B.

Ninguna de estas alteraciones citogenéticas es especifica de la LLC-B y en la
mayoria de los casos el cariotipo permanece sin cambios a lo largo de la
enfermedad. Dicha situacion contrasta con la de la leucemia mieloide crénica v 1a
de los linfomas foliculares, en los que son frecuentes cambios en el cariotipo inicial,
lo que se asocia a la progresion de la enfermedad. La existencia de alteraciones
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cromosdmicas y la complejidad de éstas guarda relacién con la probabilidad de la
progresion de la LLC-B, e incluso la presencia de anomalias citogenéticas simples
conllevan un peor pronéstico; de ahi que, el estudio citogenético deba ser incluido,
a ser posible, en la evaluacién clinica inicial de las personas con LLC debido a su
valer pronostico (Juliusson y col., 1988; Juliusson y Gahrton, 1990; Dighiero, 1992;
O'Brien y col., 1995).

1.5.b. Protooncogenes

No hay ningun oncogén que esté implicado en la génesis de la enfermedad
de forma consistente (Gale y col., 1994), al contrario de 10 que ocurre en la leucemia
mieloide crénica y algunas leucemias agudas.

El Bel-2 es un protooncogén localizado en el brazo largo del cromosoma 18
(banda q21) con una funcién importante en la supervivencia celular, y que codifica
una proteina -la proteina bcl-2- que tiene como funcién bloguear la muerte celular
programada {Hockenbery y col., 1990; Korsmeyer, 1992). Se ha sugerido que el gen
Bcl-2 esta sobreexpresado en esta enfermedad, inhibiendo la apoptosis y dando
lugar al acamulo de linfocitos B en la fase Gg del cic¢lo celular (Caligaris-Cappio y
col., 1992; Hanada v col., 1993; Gale y col., 1994; O'Brien y col., 1995). Se han
observado reordenamientos del gen Bcl-2 en un 5 a 10% de pacientes con LLC-B
{Rai, 1993), con frecuencia diferentes a los descritos en los linfomas nodulares de
células B (Dighiero y col,, 1991; Dighiero, 1992). Independientemente de ia
existencia de reordenamientos del gen Bcl-2, la mayoria de las células de la LLC-B
expresan niveles elevados de la proteina bcl-2; esto se ha asociado con una
hipometilacion en el locus Bcl-2. La sobreexpresion de este protooncogén puede
incrementar la resistencia de las células leucémicas a los agentes quimioterapicos
empleados en el tratamiento de esta entidad, dificultando la erradicacién del clon
leucémico.

Ocasionalmente, como se ha mencionade, en la LLC-B se han observado
traslocaciones que implican a los protooncogenes Bcl-1 v Bel-3 (Dighiero, 1992;
Newman y col., 1993).

El gen p53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (banda pl13.1) ¥
codifica una proteina nuclear que actia como un regulador negativo de la
proliferacién celular. Se ha observado mutacion del gen p53 en et 13% de los
pacientes con LLC-B. El papel de estas mutaciones en la biologia y progresion de la
enfermedad es desconocido, aunque la mutacién del gen se observa con mas
frecuencia en pacientes de LLC-B en estadio avanzado y con peor respuesta al
tratamiento quimioterdpico (El Rouby y col., 1992; Imamura y cecl.,, 1994;
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Prokocimer y Rotter, 1994; Kipps, 1995; O'Brien y col., 1995). Ademas, se han
detectado mutaciones en el gen p53 en cerca del 50% de las células neoplasicas de
los pacientes con transformacion Richter, por lo que se piensa que algunas
mutaciones a este nivel tienen lugar a lo largo de la evolucion de la LLC-B, lo que
confiere a las células leucémicas un comportamiento clinico mas agresivo.

Por ultimo, las células de la LLC-B tienen en un 40% una expresion elevada
del gen de resistencia a farmacos tipo 1 (MDR1, del inglés "multidrug-resistance 1
gene"). El gen MDRI1 estd localizado en el brazo largo del cromosoma 7 (7q21.1) y
codifica una glicoproteina P transmembrana que incrementa la resistencia a varios
agentes quimioterapicos (colchicina, doxorrubicina o vinblastina). Parece ser que
una expresioén aberrante de este gen en la LLC-B puede jugar algin papel en la
patogénesis o evolucion clonal en algunos casos.

1.6. Estadiaje

Se han propuesto diferentes sistemas de estadiaje que reflejan una
agrupacion de variables pronésticas. De forma ideal, estos factores pronosticos
deberian usarse para seleccionar una terapéutica optima. En la LLC-B la
acumulacion de células tumorales se hace siguiendo un orden: sangre y médula
Osea, ganglios, bazo e higado, etc; 1o que ha permitido establecer diferentes
estadios evolutivos. Los sistemas de estadiaje mas utilizados, que gozan de mayor
aceptacion internacional son los propuestos por Rai (Rai y col., 1975) y Binet (Binet
y col.,, 1981).

1.6.a. Clasificacion de Rai

Esta clasificacion incluia en un principio (Rai y col., 1975), cinco estadios
basados en la presencia o no de linfadenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia y
fallo medular, manifestado por anemia (hemoglobina <11g/dl) o trombocitopenia
(plaquetas <100.000/mm3). Estos estadios se exponen en la Tabla 2a.

Rai simplificoé posteriormente su sistema de estadiaje en tres grupos (Rai,
1987), a los que denominé categorias de riesgo: riesgo bajo -correspondiente al
estadio O-, riesgo intermedio -estadios [ y II-, y riesgo alto -estadios III y IV-. Esta
simplificacion fue debida a la demostracion de tres, ¥y no cinco patrones de
supervivencia, segun las curvas de supervivencia actuarial. Los grupos de riesgo
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bajo, intermedio y alto constituyen aproximadamente el 30%, 60% y el 10% de los
Casos v se asocian con supervivencias medias de 10, 6 y 2 afios respectivamente
(Tabla 2b).

1.6.b. Clasificacién de Binet

Distingue tres estadios, segun la presencia o ausencia de anemia
(hemoglobina <10g/dl) o trombocitopenia (plaquetas <100.000/mm3) y el nimero
de territorios ganglionares afectos (Binet y col., 1981). Estos estadios se exponen en
la Tabla 3.

Los estadios A, B y C representan el 60, 30 v 10% de los casos, con medias de
supervivencia mayor de 10, 6 y 2 afios, respectivamente.

Ambas clasificaciones han demostrado, ampliamente, la correlacion entre los
distintos estadios en ellas propuestos vy las curvas de supervivencia de la LLC. En
ambas, los factores prondsticos considerados derivan fundamentalmente de la
objetivacién de la carga tumoral creciente, desde minimas acumulaciones
-medulares y ganglionares- con escasa interferencia con la hemopoyesis, hasta la
mieloptisis originada por la continua infiltracion linfocitaria. La comparacion entre
ambos sistemas muestra, sin embargo, diferencias. Asi pues, en la clasificacién de
Rai hay menos pacientes que se consideran en la categoria de riesgo bajo que en la
de Binet; de ahi, que esos mismos pacientes, tengan una media de supervivencia
mayor en ese sistema de estadiaje. Fl prondstico de los pacientes de alto riesgo es

similar en ambos sistemas (de Castro y col., 1994),

1.6.c. Otros sistemas de estadiaje

El Grupo Internacional de Estudio de la LLC (IWCLL) ha propuesto un
sistema. de estadiaje para la enfermedad, que se fundamenta en la integracién de
los sistemas de Binet y col,, y de Rai y col. (International Workshop on CLL., 1981).
Este surge de la apreciacién de que dentro de las categorias A, B y C de Binet,
existen subgrupos de pacientes con historia natural y prondstico diferente. Los
estadios de dicha clasificacion son: A(0), A(I), A(Il}, B(I), B{II}, C(II), C(IV). Estudios
posteriores han validado este sistema integrado (International Workshop on CLL.,
1989; French Co-operative Group on CLL., 1990).

Varios autores han intentado mejorar los sistemas de estadiaje de la LLC
expuestos en los apartados anteriores (Montserrat y Rozman, 1993). Los sistemas
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TABLA 2a. SISTEMA DE ESTADIAJE DE RAI PARA LA LLC (1975)

Estadio Criterios nslgg'iegzz?ecsizs
0 Linfocitosis en sangre y médula ésea > 120
I Linfocitosis y adenopatias 85
11 Linfocitosis y hepato y/0 esplenomegalia 60
111 Linfocitosis y anemia (Hb < 11g/dl) 27
v Linfocitosis y trombocitopenia (plaquetas < 100x109/1) 16

TABLA 2b. SISTEMA DE ESTADIAJE DE RAI PARA LA LLC (1987)

Riesgo Estadio Linfocitos Adenopatias COrganomegalias Hb Plaquetas
>15x10%/1 <llg/dl  <100x10%/1
Bajo 0 + - - - .
Intermedio 1 + + - - -
Intermedio 11 + + + - -
Alto 11 + + + + -
Alto \Y + + + + +
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TABLA 3. SISTEMA DE ESTADIAJE DE BINET PARA LA LLC (1981)

P Supervivencia
Estadio Criterios mediana:meses
A No anemia ni trombocitopenia > 120
Menos de tres areas linfoides afectas *
B No anemia ni trombocitopenia 50
Tres o mas areas linfoides afectas
C Anemia (Hb < 10 g/dl) y/o 24

Trombocitopenia (plaquetas < 100x109/1)

* Se consideran cinco areas linfoides distintas: higado, bazo y los ganglios linfaticos

de los territorios cervicales, axilares e inguinales (uni o bilaterales).
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propuestos por ellos identifican de forma valida, grupos de pacientes con
pronosticos diferentes, pero no afiaden informacién a la suministrada por las
clasificaciones de Rai y col., de Binet y col., y de la IWCLL que, ademas, cuentan con
la ventaja de ser mas simples y de mas facil aplicacion.

1.7. Factores prondsticos

A pesar de las clasificaciones anteriores, es dificil pronosticar el curso
individual de la enfermedad ya que, mientras en algunos pacientes la LLC-B tiene
un curso indolente durante muchos afios, en otros la enfermedad mantiene un
curso agresivo y rdpidamente progresivo. La necesidad de identificar criterios que
predigan con exactitud el curso clinico de la enfermedad es de gran importancia en
pacientes incluidos en los grupos de riesgo bajo ¢ intermedio que en conjunto
constituyen la mayoria de los pacientes con LLC-B (Rozman y Montserrat, 1995).
Existen tres factores gque pueden contribuir a esta tarea: el patron de infiltracion de
la médula osea (Rozman y col., 1984; Han y col., 1984}, el tiempo de duplicacion de
linfocitos en sangre periférica {Montserrat y col., 1986), y el cariotipo (Han y col.,
1984; Juliusson y ¢ol., 1985).

Biopsia de médula ésea

En la LLC-B se han descrito cuatro patrones de infiltracién medular: focal o
nodular, intersticial, mixta (nodular e intersticial) v difusa. En términos de
pronostico, los patrones mencionados se pueden clasificar en dos grandes grupos:
difuso y no difuso. Los pacientes cuya biopsia de médula 6sea revela un patrén de
infiltracién linfocitaria difuso tienen mavor probabilidad de tener un curso mas
agresivo que aquellos que presentan un patrén de infiltracién no difuso -nodular o
intersticial- (Rozman y col., 1984; Han y col., 1984),

Tiempo de duplicacién linfocitaria

De igual forma, los enfermos que sin recibir terapia citotoxica presentan un
tiempo de duplicacién linfocitaria menor de 12 meses, tienen mas riesgo de sufrir
un curso agresivo frente a aquellos con un tiempo de duplicacién superior a los 12
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meses. Este hecho no puede ser valorado en el momento del diagnostico (Montserrat
y col,, 1986).

Cariotipo

Por dltimo, también es util el examen del cariotipo, como ya se ha
comentado. La supervivencia de los pacientes de LLC-B con cualquier anomalia
clonal cromosémica es inferior a la de los pacientes con un cariotipo normal. La
complejidad del cariotipo es el pardmetro pronéstico mas significativo. Asi, las
anomalias unicas se asocian con una supervivencia mas prolongada que las
anomalias maltiples. No obstante, la trisomia 12 como anomalia Gnica, constituye
un signo pronoéstico adverso. Cuando se consideran todas las anomalias
cromosomicas asociadas a la LLC-B en su conjunto, los pacientes con alteracion en el
cromosoma 14 son los que tienen el peor pronodstico (Juliusson y Gahrton, 1993;
Q'Brien y col., 1995).

Se han estudiado otros parametros de la enfermedad, con el fin de ver si
tienen significacién prondstica (edad, fenotipo de la LLC-B, etc) (Montserrat y
Rozman, 1993). La mayoria de esos parametros no son utiles para predecir la

progresion, y no anaden mas informacién a la obtenida del estadio clinico (Catovsky
y Foa, 1990y; de Castro y col., 1994).

1.8. Tratamiento

Momento de inicio

En primer lugar, es importante conocer cudndo se debe iniciar el
tratamiento, para lo que es necesario encuadrar el proceso en uno de los estadios
de la clasificacién de Rai y de Binet, Asimismo, conviene conocer los factores
prondsticos mencionadoes antes.

En un extremo estdn los pacientes gue se presentan con lo que se ha
denominado LLC "latente" o "de curso indolente". Son enfermos con afectacién de
menos de tres territorios ganglionares, patréon de infiltracién de la médula 6sea no
difuso, hemoglobina igual ¢ superior a 13 g/dl, ntmero absoluto de linfocitos en
sangre periférica igual o inferior a 30.000/ul, vy tiempo de duplicacién de los
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linfocitos mayor de doce meses (Montserrat y col., 1988; French Co-operative Group
on CLL., 1990). Este grupo de pacientes presenta una forma precoz de LLC, con poca
probabilidad de progresion, y con una supervivencia similar a la de la poblacion
general sin la enfermedad. Por eso, no estd indicado iniciar el tratamiento en este
momento de la evolucion (Gale y col., 1994).

Por otro lade, Ia mayoria de los grupos estan de acuerdo. en iniciar el
tratamiento de forma inmediata, en los pacientes gue presentan la enfermedad en
estadios III ¥ IV de Rai, o bien, C de Binet. Esto es asi, debido al mal prondstico de
dichos enfermos, y en un intento de modificar la historia natural de la enfermedad.

Por altimo, no esta bien definido el momento de iniciar el tratamiento en el
resto de los pacientes. La mayoria de los centros lo hacen: cuando la enfermedad
pasa, en su evolucidn, a ser estadio III y IV de Rai, 0 bien, C de Binet; cuando existe
evidencia de progresion de la enfermedad o enfermedad activa; si se produce
crecimiento progresivo o doloroso de los ganglios linfaticos; aparece hepatomegalia,
esplenomegalia o linfoadenopatias masivas; y desarrollo de fendmenos
autoinmunes {Cheson y col., 1988).

Farmacos utilizados

Los farmacos que mas frecuentemente se emplean en el tratamiento de la LLC
son el clorambucil y la prednisona. Con frecuencia, se usan de forma conjunta,
aunque es practica habitual la administracion del primero de los agentes de forma
unica, ahadiendo el esteroide cuando el control de la enfermedad no es
satisfactorio, aunque no existe evidencia de que la adicion a éste de la prednisona
mejore de forma significativa el porcentaje de respuesta o la supervivencia
(Keating, 1991; Tefferi y Phyliky, 1992). La prednisona tiene su indicacién en el
tratamiento de la trombocitopenia y anemia autoinmune {Rozman y Montserrat,
1995).

Se han empleadc otros regimenes poliquimioterapicos alternativos, que
incluven con frecuencia antraciclinas y ciclofosfamida: CHOP (Ciclofosfamida,
Adriamicina, Vincristina, Prednisona), CAP (Ciclofosfamida, Adriamicina,
Prednisona) y CVP (Ciclofosfamida, Vincristina, Prednisona). En estos estudios, se
observa una alta tasa de respuesta en pacientes con LLC en estadio C de Binet, pero
no existe evidencia de una mayor supervivencia de la encontrada con los farmacos
tradicionales (Dighiero y col., 1991; Keating, 1991; O'Brien y col., 1995; Rozman y
Montserrat, 1995).

En la ultima década han demostrado su utilidad clinica en el tratamiento de
la LLC tres andlogos de las purinas (Cheson, 1991; Rai, 1993): el Monofosfato de
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Fludarabina, la Pentostatina o 2-Deoxicoformicina, y la 2-Cloro-deoxiadenosina. Los
dos ultimos se han empleado en pocos pacientes, por lo que no esta definido su
papel en el manejo de la enfermedad. El Monofosfato de Fludarabina, por el
contrario, se considera un farmaco de enorme importancia dentro del arsenal
terapéutico de la LLC y, actualmente, constituye el tratamiento de eleccion en las LLC
resistentes a medicaciones convencionales (Keating, 1993; Gale.y col., 1994;
O'Brien y col., 1995}.

Nuevos enfoques terapeuticos

Se estan estudiando tratamientos con anticuerpos monoclonales anti-células
B (Grossbard y col., 1992). También se ha empleado el trasplante alogénico de
médula 6sea, y en menor numero de casos, el autotrasplante de células progenitoras
de médula 6sea o de sangre periférica. De todo ello existen, inicamente, resultados
preliminares {Gale y col., 1994; O'Brien y col,, 1995). La terapia con interferdn alfa,
asi como con interleucina 2 recombinante, no ha mostrade resultados
esperanzadores (Ziegler y col.,, 1989; Allison y col., 1989; O'Brien y col., 1995;
Rozman y Montserrat, 1995).

Objetivo, duracién y respuesta al tratamiento

Parece existir una relaciéon entre la respuesta al tratamiento y la
supervivencia de los pacientes con LLC que reciben medicacion por primera vez. En
este grupo, cuanto mayor es la reduccién de la masa tumoral, mas prolongado es el
intervalo de tiempo libre de progresion de la enfermedad y mayor es la
supervivencia. En consecuencia, el objetivo del tratamiento deberia ser alcanzar la
mejor respuesta posible con el menor grado de toxicidad (Montserrat, 1992),

La duracion éptima del tratamiento en los enfermos con LLC-B no se ha
establecido, y depende tanto del farmaco utilizado como de la valoracién de la
respuesta al mismo (Cheson y col., 1988; International Workshop on CLL., 1989).
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2. CITOCINAS Y LEUCEMIA LINFATICA CRONICA B

2.1. Introduccién

Las citocinas son glicoproteinas constituidas por 100 a 200 aminoacidos y un
peso molecular entre 15 y 25 kilodaltons, que controlan la comunicacion
intercelular en una gran variedad de procesos que, a su vez, intervienen en el
control de la respuesta inmune, inflamatoria, en la hematopoyesis, en las vias
neuroendocrinas, etc.

Cada vez es mas evidente el hecho de que factores solubles pueden jugar un
papel relevante en la patogénesis y/o en el curso clinico de las neoplasias
hematolégicas, a través de caminos complejos e interconectados. Esto viene dado en
gran parte del reconocimiento que, tanto la diana de muchas citocinas y, por tanto,
la expresion de sus receptores, y las poblaciones celulares capaces de producir tales
factores, son mas numercsos de lo que en principio se creyé.

El pleiotropisme funcional y la redundancia son rasgos caracteristicos de las
citocinas. Pleiotropismo es la propiedad de estas proteinas, las cuales, producidas
por diferentes tipos celulares, tienen también su accién sobre células muy
distintas. Por redundancia entendemos el que diversas citocinas realicen acciones
idénticas. Ademas del pleiotropismo funcional y de la redundancia, las citocinas

tienen en comun otra serie de propiedades, como son:

1- Se producen durante la fase efectora de la inmunidad natural y especifica
vy sirven para mediar y regular las respuestas inflamatorias e inmunes.

2- La secrecién de citocinas es un suceso breve y autolimitado. Por lo general,
su sintesis se inicia por la transcripcién de genes y no estan almacenadas como
moléculas preformadas. Tal activacion transcripcional es habitualmente transitoria
y los ARNm de las citocinas son inestables y de corta vida. Una vez sintetizadas, las
citocinas se secretan rapidamente.

3- Cada citocina es producida por varias lineas celulares. De ahi que el
nombre mas correcto para estas proteinas no sea el de linfocinas o monocinas sino

el de citocinas.
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4- Influyen en la sintesis de otras citocinas, lo que conduce a cascadas, en las
que una segunda o tercera citocina puede mediar en las acciones bioldgicas de la
primera.

5- Influyen, con frecuencia, en la accidn de otras citocinas. Asi, dos citocinas
pueden interactuar para antagonizarse en su accion, para producir efectos aditivos
e incluso sinérgicos.

6- Las citocinas tienen, a menudo, efectos diferentes sobre la misma diana
celular,

7- Al igual que otras hormonas polipeptidicas, inician su accién cuando se
unen a receptores especificos en la superficie de las células diana. Estas células
diana, sobre las que realiza su ‘accién una citocina, puede ser la misma que la
secreta (accion autocrina), una célula cercana (accidn paracrina} o, -como hormonas
verdaderas-, una célula distante (accion endocrina, a través de 1a circulacion). Los
receptores para las citocinas muestran, con frecuencia, una alta afinidad para sus
ligandos. Como consecuencia, se precisa una cantidad muy pequefia de citocina
para conseguir su efecto biologico.

8- La expresién de muchos receptores de citocinas se regula mediante
seflales especificas. Estas sefiales pueden ser otras citocinas o incluso la misma
citocina que se une al receptor,

9- La mayoria de las respuestas celulares a las citocinas son lentas y ocurren a
lo largo de un periodo de horas.

10- Para muchas células diana, las citocinas actian como elementos que
regulan la divisién celular, es decir, como factores de crecimiento (Abbas v col,,
1994),

A continuacién, se exponen brevemente los trabajos mas representativos
que analizan la accién de diversas citocinas en la LLC-B. Las que mayor interés han
suscitado a lo largo de los altimos afos son: el factor de necrosis tumoral, la

interleucina 2 y la interleucina 4.

2.2, Factor de necrosis tumoral alfa

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFe, del inglés "Tumor Necrosis Factor”) es

el mediador principal de la respuesta del huésped frente a las bacterias gram-
negativas. La fuente celular mas importante de esta citocina es el monocito activado
por lipopolisacarido. Los linfocitos B y T normales pueden liberar TNFw tras su
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activacion, pero esto no se ha demostrado en células sin activar (Foa y col., 1990). Ei
TNFa induce la sintesis de ADN en los linfocitos B normales, estimulados con anti-

IgM o SAC (Banchereau y Rousset, 1992) y estimula la produccién de IgE en los
linfocitos B activados a través de un anticuerpo anti-CD40 (Banchereau y col.,
1994). Los receptores del TNFa (R-TNFa) estan presentes en casi todas las células

estudiadas y su expresién aumenta de forma evidente tras la activacién del
linfocito B (Banchereau y Rousset, 1992). Las células activadas secretan los R-TNFa:

son los receptores solubles (Abbas y col., 1994).

Expresién constitutiva del gen del TNFa

El TNFu se expresa de forma constitutiva en los linfocitos B de la LLC-B (Burke
y col., 1993; Larsson vy col., 1993; Plate y col., 1993; Rambaldi y col,, 1993; Di Celle
y ¢0l.,1994).

Accién del TNFe sobre la proliferacién y diferenciaci6on
celular en la LLC-B

El TNFo tiene acciones contrapuestas scbre el crecimiento celular
dependiendo de la diana estudiada. Asi, el TNFa inhibe la proliferacion de
numerosas lineas tumorales, entre ellas la leucemia mieloide crénica (Dumcombe y
col., 1989). Sin embargo, la mayor parte de los autores atribuyen al TNFx una
accién de supervivencia y de induccién al crecimiento en la L1C-B, bien de forma
aislada (Bianchi y col., 1988; Cordingley y col., 1988; Digel y col., 1989; Moberts y
col., 1989; Digel v col,, 1991; Trentin y col., 1993; Van Kooten y col., 1993; Jabbar
y col., 1994; Reittie y Hoffbrand, 1994}, en asociacién a un éster del forbol (Nilsson
y col., 1992; Van Kooten y col,, 1992; Larsson y col.,, 1993; Van Kooten y col,,
1993p), o a la IL-2 (Trentin y col., 1994}, o a la IL-7 (Digel y col., 1991) o tras
activacion con SAC (Alvarez-Mon y col., 1993; Larsson y col., 1993). El estimulo de
la. proliferacién es dosis-dependiente, y se puede suprimir por completo al ahadir
al medio de cultivo un anticuerpo monoclonal frente al TNFa {Digel y col., 1989;
Trentin y col.,, 1993), o frente al receptor de esa citocina (Waage y col., 1992;
Trentin y col., 1993), v con la adicién de la IL-4 (Van Kooten y col., 1992; Reittie ¥
Hoffbrand, 1994), de la IL-6 (Aderka y col, 1993; Van Kooten y col., 1993p), o del
interferon alfa (Cordingley y col., 1988). La sintesis de ADN observada conduce a la
division celular {(Digel y col., 1989). La induccién al crecimiento del TNFa en la LLC-B
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no es uniforme en todos los pacientes v se ha asociado, en ocasiones, a una forma
mas agresiva de la enfermedad (Aderka y col., 1993).

Dentro de la heterogeneidad que caracteriza a la LLC-B, hay pacientes en los
que el TNFa, no sélo no estimula la proliferacion celular (Carlsson y col.,, 1989;
Jewell y col.,, 1993), sino que la inhibe, accién que revierte al afiadir un anticuerpo
frente al TNFa (Foa y col., 1990). La accidén del TNFa en la LLC-B no se correlaciona
con la expresién variable de los antigenos de activacion en las células leucémicas al
inicio del cultive (Digel y col,, 1989). La accidén estimuladora de esta citocina se
observa también, y de forma fundamental en la LCP (Digel y col., 1989; Trentin y
col., 1993).

El TNF« induce, en combinacién con un éster del forbol, 1a adherencia de las
células B de la LLC-B, que adquieren la apariencia de célula dendritica; este
fendémeno se acompara del aumento de expresion de las integrinas B y B2 (van
Kooten y col., 1993¢). El TNFa aumenta la expresion del ARNm del antigeno de
activacion CD23 en los linfocitos B de la LLC-B (Fournier y col., 1992).

El TNFo no induce la diferenciacién de los linfocitos de la LLC-B (Digel y col.,
1989; Fluckiger y col., 1992), a menos que se emplee asociado con un éster del
forbol (Van Kooten y col., 1993p).

Expresion de los receptores del TNFa en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B y deteccién del receptor soluble del TNFa

Las células de la LLC-B, al igual que las de la LCP, expresan de forma
constitutiva los R-TNFa de alta afinidad -p75- y de baja afinidad -p55- (Waage y
col., 1992), a diferencia de los linfocitos B de las personas sanas (Nilsson y col.,
1992; Waage vy col., 1992; Trentin y col., 1993; Trentin y col., 1994). La expresion
del receptor de la citocina no varia en contacto con el TNFa, TNFB, IL-2 ni con el
factor de crecimiento de las células B {Trentin y col., 1993), pero si tras el contacto
con un éster del forbol (Larsson y col.,, 1993). No se observa relacion entre la
extension de la proliferacién inducida por TNFe y la densidad de los receptores de
membrana (Digel y col., 1989). Estos R-TNFa son funcionalmente normales puesto
que la adicién de un anticuerpo monoclonal frente al R-TNFa induce la proliferacion
de los linfocitos tumorales de la LLC-B y de la LCP (Trentin y col., 1993).

Se ha objetivado también un aumento de los receptores del TNFu en el suero

de los pacientes con LLC-B (Digel y col., 1992; Waage y col., 1992).
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Presencia del TNFo en el suero de los pacientes y
produccién de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

El TNFa no se detecta en el suero de personas sanas y si en enfermos con LLC-
B y LCP. Los niveles séricos de TNFu estan elevados en los pacientes en que se
diagnostica la 1L1.C-B, pasando a ser normales al alcanzar la remision de la
enfermedad (Morabito y col.,, 1993). De igual forma, en las personas con LCP
tratadas con interferén alfa, los niveles séricos de TNFa disminuyen o se normalizan
en paralelo a la desaparicion de células peludas circulantes (Foa y col., 1990). El
TNFa se encuentra elevado en el suero de los pacientes con LLC-B en todos los
estadios clinicos de la misma, aunque el nivel aumenta en relacion al estadio de la
enfermedad (Adami y col., 1994).

Se ha observado una produccién y secrecion in vitro del TNFa por parte de
las células tumorales de 1a LLC-B (Burke y col., 1993; Reittie y Hoffbrand, 1994), que
aumentan tras la activacion de los linfocitos leucémicos con un éster del forbol o con
SAC), ademas de la estimulacion con IL-2 (Nilsson y col., 1992; Van Kooten y col,,
1992; Larsson y col,, 1993). El nivel de TNFu en los sobrenadantes de cultivos de
linfocitos B de pacientes con LLC-B varia segtn los estadios de la enfermedad (Hahn
y col.,, 1989). La produccion de la citocina disminuye tras tratamiento de las células
con interferén alfa (Burke y col,, 1993), o tras introducir IL-4 in vitro (Reittie y
Hoffbrand, 1994). Se ha demostrado también que los monocitos de los pacientes
con LLC-B presentan un déficit funcional, que se manifiesta en la produccién
disminuida de TNFa al ser estimulados con lipopolisacarido o con SAC (Dahlke y
col., 1995).

Accién del TNFo sobre la apoptosis en la LLC-B

El TNFo no protege de la apoptosis a las células de esta neoplasia
hematologica (Dancescu v col., 1992; Jewell y col., 1993; Rojas y col., 1994},

El hecho de que el cultivo de las células de 1a LLC-B con el TNFa induzca la
expresion del ARNm de la citocina y 1a secrecién de esta proteina por parte de los

linfocitos B tumorales (Bianchi y col., 1988; Cordingley y col., 1988), junto con el
resto de los datos arriba enumerados, sugiere que el TNFa puede actuar como un

factor autocrino coestimulador para las células de esta entidad neoplasica (Nilsson y
col., 1992; Van Kooten y col., 1992; Hoffbrand y col., 1993; Larsson y col., 1993).
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Igualmente, se ha atribuido al TNFa un papel inhibidor de la proliferacion de las

células progenitoras hematopoyéticas en la LLC-B (Michalevicz y col., 1991).

2.3. Interleucina 1

La interleucina 1 (IL-1) se conocidé inicialmente como un polipéptido
derivado de los monocitos, que aumentaba la respuesta de los linfocitos T frente a
un estimulo antigénico. Tiene dos formas, la [L-1a vy la IL-1f, producidas por dos
genes diferentes. Mientras que la IL-la estd preferentemente asociada a la
membrana de las células, la IL-1p se secreta principalmente. La fuente celular mas
importante la constituye el monocito activado. Los receptores para esta citocina
estan presentes en casi todas las células estudiadas. La funcién principal de la IL-1
es ser mediadora de la respuesta inflamatoria del huésped en la inmunidad
natural. Aumenta la proliferaciéon de las células CD4, demostrandose la
transcripcion del gen de la IL-2 v la expresion del receptor de la IL-2. La IL-1
estimula el crecimiento {Banchereau y col., 1994) y diferenciacién de la célula B.
Por altimo, esta citocina actua sobre una diversidad de células que funcionan como
efectoras de las respuestas inmunes, entre ellas los propios monocitos, para que
aumenten la sintesis de IL-1 e induzcan la secrecién de IL-6 (Di Giovine y Duff,
1990). La actividad de la IL-1 viene modulada por la proteina antagonista del
receptor de dicha citocina {Arend, 1993). La IL-1 estimula la recuperacién
hemopoyética in vivo actuando, probablemente, sobre las células progenitoras
hematopoyéticas e interactuando sinérgicamente con otras citocinas {Quesenberry,
1995).

Expresién constitutiva del gen

El gen de la IL-18 se expresa de forma constitutiva en las células de la LLC-B
{Di Celle v co0l.,1994), aunque este hallazgo no es unanime (Burke y col., 1993;
Kurzrock y col,, 1993; Rambaldi y col., 1993). No se ha detectado el ARNm de la IL-
la en los linfocitos B de la LLC-B (Plate y col., 1993p; Di Celie y col., 1994).
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Accién de la IL-1 sobre la proliferaciéon y diferenciacién
celular en la LLC-B

La IL-1pB juega un papel significativo en la activacién y en la diferenciacién de
las células de diversas neoplasias de estirpe hematol6gica B, pero sélo un papel
menor en la de los linfocitos B de la LLC-B, en los que no induce proliferacion (Uggla
y col, 1987; Carlsson vy col., 1989; Aguilar-Santelises y col.,, 1991; Digel v col.,
1991, Fluckiger y col,, 1992; Jewell y col,, 1993; Brizard y col., 1994; Takeuchi y
Katayama, 1994) ni produccion de inmunoglobulinas (Carlsson y col., 1989;
Fluckiger y col., 1992).

La IL-1a tampoco induce la proliferacién celular en la LLC-B (Digel y col,,
1991; Van Kooten y col., 1992). La produccién de IL-1a-por parte de las celulas B de
esta neoplasia, se ha relacionadc con la fibrosis de la médula 6sea asociada
ocasionalmente a la enfermedad (Kimura vy col., 1993).

Puesto que 1a IL-1 no induce la sintesis de ADN en las células B de la LLC-B, es
improbable que esta citocina sea un factor de crecimiento autocrino importante en
esta enfermedad, al menos actuando de forma aislada (Hoffbrand y col., 1993).

Expresién del receptor de la IL-1 en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

La IL-1a se expresa en la membrana de la mayoria de las células de los
pacientes con LLC-B e implica la activacién del linfocito B. El porcentaje de IL-1a
detectado en la superficie de las células leucémicas es significativamente mayor en
pacientes en estadio 0 de la clasificacién de Rai y en pacientes con menor grado de
afectacion clinica, y su expresidén aumenta tras la activacién de la tirosin-quinasa
por el emplec de un éster de forbol (Aguilar-Santelises y col., 1993).

También se detecta el receptor de la IL-1p en los linfocitos B de la LLC-By en
los linfocitos B CDS (+) de personas sanas (Plate vy col,, 1992; Plate y col., 1993p).
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Presencia de la IL-1 en el suero de los pacientes y
produccién de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

Se ha encontrado aumentada la IL-1a en el suero de pacientes con LLC-B, de
forma leve, pero significativa (Aguilar-Santelises y col., 1992).

Los linfocitos B de la LLC-B producen IL-1B de forma espontanea (Pistoia y
col.,, 1986), vy esta produccién es mas baja en los estadios avanzados de la
enfermedad {(Aguilar-Santelises y col., 1989; Aguilar-Santelises y col., 1991). La
secrecion de la citocina se asocia, en una unica publicacién, a la expresion anémala
de antigenos de la estirpe mielomonocitica en las células neoplasicas {Morabito y
col., 1987). Sin embargo, el método empleado por los autores no es especifico para
la deteccion de la IL-1 (Abbas y col., 1994). Se ha detectado la secrecion de IL-1a en

cantidad escasa {Aguilar-Santelises y col., 1991).

Accién de la IL-1 sobre la apoptosis en la LLC-B

La IL-1e no inhibe la apoptosis espontanea de las células de esta neoplasia
(Dancescu y col., 1992; Mainou-Fowler y col., 1992; Buschle y col., 1993; Rojas y
col., 1994). La IL-1p reduce la muerte celular programada de los linfocitos B de la
LLC-B {Jewell y col., 1993).

2.4. Interleucina 2

La interleucina 2 (IL-2) se ha denominado factor de crecimiento de las células
T y es la citocina mas implicada en la progresion de los linfocitos T, de la fase Gj a
la fase S del ciclo celular. Esta citocina es el factor autocrino de crecimiento mas
importante para los linfocitos T y la cantidad de IL-2 sintetizada por los linfocitos
CD4 activados se relaciona con la magnitud de la respuesta inmune. La IL-2
estimula el crecimiento de las células NK e incrementa su funcién citolitica, dando
lugar a las células asesinas activadas por citocinas (LAK). La I1-2 actaa sobre las
células B humanas como un factor de crecimiento y estimulo para la sintesis de
anticuerpos (Smith, 1988; Smith, 1989; Banchereau y Rousset, 1992),

Los receptores de la IL-2 (R-IL2) de alta afinidad aparecen en la superficie de
los linfocitos B normales de sangre periférica, cuando se les estimula con agentes
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activadores del tipo SAC, éster del forbol, anti-inmunoglobulinas y "pokeweed
mitogen". También esta presente en los linfocitos T activados y en otras estirpes

celulares. Este R-IL2 de alta afinidad esta constituido por la interrelacion de, al
menos, dos cadenas: R-IL2a (CD25) y R-IL23 (Burton y Kay, 1994).

Expresion de los receptores de la IL-2 en la membrana de
los linfocitos de la LLC-B y deteccién del receptor soluble de la IL-2

De forma mas reciente, se ha sabido que las células de 1a LLC-B y de la LCP
expresan el receptor de la IL-2 en su superficie, en porcentaje variable,
dependiendo en gran medida del sistema de deteccién empleado. Asi, mas del 50%
de los pacientes con LLC-B expresan la subunidad o (Kay y col.,, 1988; Aguilar-
Santelises y col., 1993; Plate y col., 1993p; Tsilivakos y col., 1994; Nakase y col.,
1994) y la B del R-IL2 (Yagura y col., 1990; Burton y Kay, 1994). Se hipotetiza que la
presencia de una masa en expansion de células B tumorales, portadoras de R-IL2 de
alta afinidad, puede contribuir de forma significativa a la inmunodeficiencia
asociada a la LLC-B (Semenzato y col., 1987; Kay y col., 1988; Burton y Kay, 1994). El
TNFo aumenta la expresion de la subunidad « del receptor de la IL-2 en los linfocitos
B leucémicos (Trentin y col., 1994).

De igual forma que otras células que expresan el R-IL2q, las células de la LLC-
B elaboran la forma soluble de esta cadena (Rs-IL2w) in vitro (Kay y col., 1988).
Probablemente ocurre algo semejante in vivo, puesto que la LLC-B, asi como la LCP,
se caracterizan por tener niveles séricos elevados del Rs-ILZa, cuyo origen esta en
los linfocitos tumorales (Kay y col., 1988; Beguin y col.,, 1993). En general, los
niveles séricos del Rs-IL2x se correlacicnan con la actividad de la enfermedad en la
LLC-B, siendo utiles como marcador del estadio, del pronéstico, e incluso del subtipo
celular -B o T- de esta neoplasia (Semenzato y col.,, 1987; Barak y col., 1992;
Srivastava y col., 1994). La presencia de niveles séricos elevados del Rs-IL2a y la
produccion de ese receptor por parte de las células de la LLC-B, sugieren que los
linfocitos B de esta neoplasia hematoldgica son células activadas para producir y
luego secretar el R-IL2Z (Kay y col., 1988).
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Accién de la IL-2 sobre la proliferacién y diferenciacién
celular en la LLC-B

No existe evidencia de que la IL-2 funcione como un factor de crecimiento
autocrino o paracrino en la LLC-B, a pesar de que las células de esta enfermedad
tienen receptores de un tamarno normal y con capacidad de unién también normal.
Tampoco esta claro que la IL-2 sea un factor de crecimiento in vitro o in vivo para
las células B malignas de forma consistente (Alvarez-Mon y col., 1989; Hoffbrand y
col., 1993; Burton y Kay, 1994). La respuesta proliferativa a la IL-2 por parte de las
células de la LLC-B es heterogénea (Karray y col., 1988; Digel y col., 1991; Van
Kooten y col., 1992; Hoffbrand y col.,, 1993; Aguilar-Santelises y col., 1994;
Tsilivakos y col., 1994), e independiente de la expresion del R-IL2 en la membrana
celular de las mismas (Yagura y col.,, 1990). La produccion endégena de esta
citocina se ha relacionado con la proliferacidén espontanea de las células leucémicas
(Touw y col, 1987). Sin embargo, no se detecta la expresion constitutiva del gen de
la IL-2 en los linfocitos B de la LLC-B de forma consistente (Plate y col., 1993n; Di
Celle y col., 1994),

La IL-2 aumenta la expresion del ARNm del antigeno de activacion CD23 en
los linfocitos B de 1a LLC-B (Hivroz v col,, 1989; Fournier y col., 1992).

La IL-2 induce la secrecién de inmunoglobulinas en las células de 1a LLC-B en
reposo (Tremisi y Bich-Thuy, 1991; Poljak y col., 1993) y estimuladas con SAC
(Fluckiger y col., 1992; Fluckiger y col., 1993), o bien con "pokeweed mitogen"
{(Po}jak y col., 1993),

Accion de la IL-2 sobre la apoptosis en la LLC-B

La IL-2 protege a los linfocitos B de la LLC-B de la muerte celular programada
in vitro, de forma dosis dependiente (Jewell y col., 1993; Huang y col., 1993;
Zinzani y col,, 1994), aunque esta observaciéon no es uniforme (Dancescu y col.,,
1992; Buschle y col., 1993; Rojas y col.,, 1994). No se ha objetivado una accién
citotdxica de la IL-2 sobre las ¢élulas de la LLC-B (Zinzani v col., 1994).
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2.5. Interleucina 3

La interleucina 3 (IL-3) es conocida como factor estimulante de colonias
multilineal (Saeland y col.,, 1992; Abbas y col,, 1994; Quesenberry, 1995). Es
producida por los linfocitos CD4 y actiia sobre la mayoria de los progenitores
inmaduros de la médula 0sea promoviendo su diferenciacién. Tiene accion

sinérgica con la IL-7.

Expresién constitutiva del gen de la IL-3

Las células de la LLC-B no expresan de forma constitutiva el gen de la I1-3 (Di
Celle vy col.,1994).

Accién de la IL-3 sobre la proliferacién y diferenciacion
celular en la LLC-B

Se ha establecido una linea celular, a partir de un paciente con LLC-B en fase
de transformacioén, que prolifera en presencia de la IL-3 {Theda y col., 1991), pero
los linfocitos del enfermo en la etapa de la enfermedad sin transformacién no
respondian a la citocina (Caligaris-Cappio y col., 1989; Digel y col.,, 1991; Thoda y
col.,, 1991; Trentin y col,, 1994). Se ha observado que la IL-3 no aumenta la
expresion del antigeno de activacidon CD23 (Fournier y col., 1992).

La [L-3 no induce la diferenciacion de las células de la LLC-B (Fluckiger y col.,
1992}, aunque puede tener importancia en la regulacion de la hematopoyesis en

esta enfermedad (Michalevicz y col., 1991).

Expresién de los receptores de la IL-3 en la membrana de

los linfocitos de la LLC-B

Los linfocitos B de la LLC-B presentan en su membrana los receptores de la IL-

3, cuya expresién aumenta en contacto con la IL-2 (Trentin y col., 1994).
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Accién de la IL-3 sobre la apoptosis en la LLC-B

La IL-3 no tiene un efecto protector de la apoptosis en las células de la LLC-B
(Dancescu y col., 1992).

2.6. Interleucina 4

La interleucina 4 (IL-4) es una citocina derivada del linfocito T CD4 (+). Se
identificd en principic como un factor de crecimiento de la célula B. Estimula la
proliferacién de los linfocitos B humanos previamente activados, pero antagoniza la
accion de la [L-2 sobre esas mismas células (Paul y Ohara, 1987; Kishimoto y Hirano,
1988; Banchereau vy Rousset, 1992). Posteriormente se ha conocido que la IL-4 es
un factor de activacion para los linfocitos B, los cuales expresan niveles altos del
antigeno CD23, cuando estan en cultivo con la citocina y un anticuerpo anti-CD40
(Banchereau y col., 1994). Asimismo, la Il-4 induce la produccién de
inmunoglobulina E y bloquea la sintesis de IFNy{Abbas y col., 1991; Banchereau y
col., 1994). Los receptores de esta citocina se detectan, mediante citometria de
flujo, en los linfocitos B activados (Kishimoto y Hirano, 1988; Banchereau y Rousset,
1992).

Expresién constitutiva del gen de la IL-4

Se ha detectado la presencia del ARNm de la citocina en los linfocitos T
{Dancescu y col,, 1992) v en los linfocitos B de 1a LLC-B en situacion basal (Plate y
col., 1993p). Por el contrario, v de forma mas reciente, Di Celle y col., 1994, no

detectan el ARNm de la IL-4 en las células B leucémicas.

Accién de la IL-4 sobre la proliferacién y diferenciacion
celular en la LLC-B

Al contrario de la accidon mas cominmente admitida para el TNFa en la LLC-B,
la mayoria de los autores coinciden en apoyar un efecto antiproliferativo para la IL-
4 en esta enfermedad. En esto se asemeja a la forma de actuar de esta citocina en
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otras neoplasias hematoldgicas (Defrance y col., 1992; Akashi, 1993; Jansen y col.,
1993).

En resumen, Ia IL-4 inhibe tanto la proliferacién espontanea de las células B
de la LLC-B (Luo y col., 1991; Reittie y Hoffbrand, 1994), la que se encuentra tras
activacion con anti-IgM o con SAC (Carisson y col., 1989; Fluckiger y col., 1994),
como la inducida por otras citocinas -el TNFa (Luo v col., 1991; Van Kooten y col,,
1992; Van Kooten y col., 1993p; Reittie y Hoffbrand, 1994), el [FNa (Luo y col.,
1991), el IFNy asociado a la IL-2 (Karray y col., 1988¢), 1a IL-2 (Karray v col., 19883;
Karray y col., 1988; Galanaud vy col., 1990; Luo y col.,, 1991; Van Kooten y col,,
1992) v el factor de crecimiento de las células B de bajo peso molecular (Luo y col.,
1991)-.

Otros estudios no observan accion de la IL-4 sobre el crecimiento celular
leucémico (Karray vy col., 1988; Carlsson y col., 1989; Kawano y col., 1989; Digel v
col., 1991; Van Kooten y col., 1992; Jewell y col., 1993). Sin embargo, se objetiva un
estimulo de ]a sintesis de ADN al utilizar un anticuerpo monoclonal anti-CD40 para
conseguir la activacion de la célula de la LLC-B (Fluckiger y col., 1992; Crawford y
Carovsky, 1993; Fluckiger y col., 1994).

La IL-4 inhibe la liberacion espontdnea de la IL-6 y del TNF (Reittie y
Hoffbrand, 1994). La IL-4 aumenta la expresién de las moléculas de activacién en
los linfocitos B de esta neoplasia, entre ellas el antigeno de superficie CD23 (Hivroz
y col.,, 1989; Galanaud y col., 1990; Sarfati, 1993; Fluckiger y col., 1994).

La accion de la IL-4 sobre la diferenciaciéon de la célula leucémica es
controvertida, Mientras que unos autores atribuyen a la citocina una accion
positiva (Van Kooten y col., 19933; Van Kooten y col., 1993p), otros observan que la
IL-4 no induce la diferenciacion en la LLC-B (Karray y col., 1988;; Carlsson y col,,
1989; Luo y col,, 1991; Fluckiger y col., 1992). La IL-4 no estimula la produccion de
IgE en los linfocitos B de esta neoplasia (Nusslein y col,, 1993; Van Kooten y col.,,
1993p), vy ademads inhibe la diferenciacién inducida por la IL-2 en las células

leucémicas (Galanaud y col., 1990).

Presencia de IL-4 en el suero de pacientes con LLC-B

Se encuentran niveles elevados de IL-4 en el suero de pacientes con LLC-T, a

diferencia de otras neoplasias de estirpe celular T (Raziuddin y col., 1994). No se
ha estudiado en pacientes con LLC-B.
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Expresién del receptor de la IL-4 en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

Las células B de 1a LLC-B expresan el receptor de la IL-4 (Gilleece y col., 1993; .

Fluckiger y col., 1994).

Accién de la IL-4 sobre la apoptosis

La IL-4 inhibe la apoptosis espontanea {(Dancescu y col., 1992; Panayiotidis y
col., 1993,; Panayiotidis y col., 1993p; Craig y col,, 1993; Fluckiger y col., 1994,
Mainou-Fowler v col., 1994; Panayiotidis v col., 1994y; Zinzani y col.,, 1994) v la
inducida por hidrocortisona (Dancescu y col,, 1992; Craig y col., 1993; Panayiotidis
y col., 1994p), por los analogos de la adenosina (Tanghe y col., 1994), o por la IL-5
(Mainou-Fowler y col., 1994) en pacientes con LLC-B. El tratamiento de las células de
la LLC-B con IL-4 va acompafiada de un aumento en la expresion de la proteina bcl-2
(Dancescu y col., 1992). El efecto de la IL-4 sobre la apoptosis, en la LLC-B, es
especifico de esta citocina, pues se suprime en presencia de un anticuerpo frente a
la [L-4 (Mainou-Fowler y col., 1994).

Solo Jewell vy col., 1993, y Rojas y col., 1994, encuentran que la IL-4 no
reduce de forma significativa el nivel de apoptosis en la LLC-B.

La 1L-4 no modifica la expresion del antigeno Fas {CD95) en 1la membrana de
los linfocitos B de la LLC-B (Panayiotidis y col., 1994,). Este antigeno transmite una
informacion de muerte celular programada cuando se une con anticuerpos

monoclonales.

Estos datos sugieren que la I1-4 juega un papel esencial en la patogénesis de
la enfermedad, al impedir tanto la proliferacion como la muerte de las células

tumorales.

2.7. Interleucina 7

La interleucina 7 (IL-7) es un factor de crecimiento hematopoyético para

células B tempranas; estimula la proliferacién de células pre-B y pro-B, pero no de
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los linfocitos B maduros (Namen y col., 1988; Henney, 1989; Saeland y col., 1992), y
no induce su diferenciacién (Lee y col., 1989). La IL-7 estimula a los progenitores de
la célula T y actia como factor de crecimiento para timocitos, linfocitos T humanos
maduros y clones de células T (Kincade, 1992). Los trabajos que intentan relacionar
a esta citocina con la fisiopatologia de la LLC-B son escasos (Digel y col., 1991;
Frishman y col., 1993; Plate y col., 19933).

Expresién constitutiva del gen de la IL-7

Se detecta la expresion del ARNm de la IL-7 en las células de Ia LLC-B v no en
linfocitos B de personas sanas (Plate y col., 1992; Frishman y col., 1993; Plate y col.,
1993,; Plate y col., 1993p). El gen de 1a IL-7 y su ARNm disminuyen su expresion
en las células leucémicas tras cuatro horas en cultivo; esto no se altera tras la
adicion de [L-7 exdgena. La disminucién en la expresion del gen de la IL-7 y del
ARNm de la IL-7 precede a la apoptosis de las células de la LLC-B en cultivoen 12 a
18 horas (Plate y col., 19933). Por el contrario, di Celle y col., 1994, no encuentran

la expresién del ARNm de la IL-7 en los linfocitos B de la LLC-B.

Accién de la IL-7 sobre la proliferacién y diferenciacién
celular en la LLC-B

La 1L-7 induce la proliferaciéon de las células de la 1LLC-B de forma dosis-
dependiente, sin requerir la adicion de factores coestimuladores. Se detectan
mitosis exclusivamente en los cultivos estimulados con 11-7, lo que indica que la
sintesis de ADN inducida por IL-7 conduce a la divisién celular. La induccion al
crecimiento se suprime por completo al aftadir al medio un anticuerpo especifico
frente a la citocina. (Digel y col., 1991). La IL-7 induce la expresion del receptor de
alta afinidad de la IL-2 en las células de la LLC-B. Sin embargo, la proliferacién
inducida por IL-7 no depende de la IL-2, pues no se ve afectada al afiadir un
anticuerpo frente a la IL-2. La induccién al crecimiento de la IL-7 tampoco se ve
afectada por la IL-4, la IL-6 o0 el TNFa por iguales motivos, y 1a combinaciéon de
citocinas -IL-7 e IL-2 o TNFo- tiene un efecto aditivo en su estimulo de proliferacion.
Los antigenos de activacion CD25 se expresan heterogéneamente en las células de la
LLC-B, 1o que sugiere que la capacidad de proliferar en respuesta a la IL-7 no viene
asociada por la expresién de estos antigenos. Por ultimo, la capacidad de unirse a la
IL-7 marcada con un isGtopo se correlaciona con la proliferacion inducida por IL-7,
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sugiriendo que una interaccién directa ligando-receptor es responsable de la
respuesta proliferativa (Digel vy col,, 1991),

El efecto positivo de la IL-7 sobre la proliferacién de los linfocitos B de la LLC-
B no es objetivado por otros autores (Fluckiger y col., 1992). La IL-7 no aumenta la
expresion del antigeno CD23 en las células leucémicas (Fournier y col., 1992}.

La IL.-7 no induce la diferenciacién del linfocito B de la LLC-B (Fluckiger y col.,
1992).

Expresién de los receptores de la IL-7 en la membrana de
los linfocitos de la LLC-B

La expresion del receptor de la IL-7 se observa tnicamente en pacientes con
LLC-B vy no en controles {Digel y col., 1991; Plate y col., 1992; Frishman y col., 1993).
El receptor de la IL-7 permanece intacto tras cuatro horas en cultivo (Plate y col.,
1993,).

Produccién de la IL-7 por las células de la LLC-B en cultivo

Los linfocitos B de la LLC-B, a diferencia de los linfocitos B normales,

producen IL-7 (Plate y col., 1992; Plate y col., 19933).

Accién de la IL-7 sobre la apoptosis en la LLC-B

La IL-7 no inhibe la apoptosis de las células de la LLC-B (Digel y col., 1991;
Dancescu y col., 1992; Buschle y col., 1993).

2.8. Interleucina 8

La interleucina 8 (IL-8) es un activador potente de los neutréfilos. Pertenece
a la familia de las citocinas inflamatorias de bajo peso molecular (Baggiolini y col.,
1994). Otra de estas citocinas es la proteina quemotactica de los monocitos I (MCP-

1, del inglés "monocyte chemotactic protein-1").
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Expresidn constitutiva del gen de la IL-8

Las células de la LLC-B expresarn, en situacién basal y de forma marcada, el
ARNm de la IL-8 (Tobler y col., 1993; Di Celle y col., 1994). Este resultado contrasta
con el obtenido en células normales de amigdala CD5 (+), en las que Di Celle y col.,
1994, sélo detectan el ARNm de la IL-8 en dos de nueve muestras estudiadas.

Expresién de los receptores de la IL-8 en la membrana de
los linfocitos de la LLC-B

No se observa la expresion del receptor de la IL-8 (Tobler y col., 1993).

Presencia de la IL-8 en el suero de los pacientes y
produccién de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

Se encuentran niveles elevados de IL-§ en el suerc de pacientes con LLC-B (Di
Celle y co0l.,1994).

Estas células liberan IL-8 de forma espontanea y, mas todavia tras
estimulacion. Esta IL-8 purificada de los sobrenadantes de células en cultivo de LLC-
B es bioactiva en un ensayo quimiotactico para neutréfilos y esa actividad se
inhibe, de forma especifica, en presencia de un anticuerpo anti-1L-8. La cantidad
de IL-8 liberada por los linfocitos normales de amigdala CD5 (+), no estimulados, es
significativamente menor que la de las células de LLC-B, lo que hace pensar en un
estado de activacion del clon leucémico (Di Celle y col., 1994},

2.9. Interleucina 10

La interleucina 10 ({IL-10) induce la proliferacién y, sobre todo, la
diferenciaciéon de los linfocitos B normales humanos previamente activados, v es
menos activa en este sentido que la 1L-2 y 1a IL-4. Induce la produccién de 1gG4
{Banchereau y Rousset, 1992; Rousset y col., 1992; Moore y col., 1993; Abbas y col,,
1994; Banchereau y col., 1994; Mosmann, 1994). Ademas, inhibe la sintesis de
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citocinas por parte de las células T, y aumenta el numero y la funcion de los
linfocitos T citotoxicos (Quesenberry, 1995).

Expresiéon constitutiva del gen de la IL-10

Las células de la LLC-B expresan en situacion basal niveles bajos del ARNm de
la IL-10 (Finke y col., 1993; Plate y col., 1993p).

Accién de la IL-10 sobre la proliferacién y diferenciacién
celular en la LLC-B

La IL-10 inhibe en mas de un 50% la sintesis espontanea de ADN de las
c€lulas de la LLC-B, y reduce en mas de un 30% la sintesis de ADN en los linfocitos
leucémicos activados -tras el empleo de un anticuerpo anti-IgM o de particulas de
SAC, usados solos 0 en combinacion con IL-2-. El efecto inhibitorio de la IL-10 es
dosis-dependiente, con un efecto maximo con 100 ng/ml, -una concentracién
similar a aquella gue induce el crecimiento de células B normales-, La IL-10 no
inhibe la incorporacién de timidina obtenida en respuesta a la interleucina 2
{Fluckiger y col., 1994}, Otros hallazgos atribuyen a la IL-10 una accién positiva
sobre la proliferacion celular en la LLC-B, que se suprime mediante ia inhibicién de
la sintesis de dicha citocina (Peng y col., 1995).

La I1L-10 induce la sintesis de ADN en las células de la LLC-B activadas
mediante el anticuerpo anti CD40, actuando la citocina de forma sinérgica con la IL-
2, objetivandose un aumento en la expresion del CD25 en estas c€lulas leucémicas.
Se ha hipotetizado que la accién de la IL-10 es la de permitir la respuesta de los
linfocitos neoplasicos a la IL-2 a través de la induccion de los receptores de alta
afinidad de la IL-2 en esas células (Fluckiger vy col., 1993; Lagneaux y col., 1994).

La IL-10 aumenta la secrecion de IgM en las células de la LLC-B, activadas
mediante un anticuerpo anti-CD40, o bien coestimuladas con SAC y también de
forma sinérgica con la IL-2 (Fluckiger y col., 1993; Fluckiger y col., 1994).
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Accidn de la IL-10 scbre la apoptosis

La inhibicidn de la sintesis de ADN inducida por la IL-10 se asocia a un
descenso en la viabilidad celular, que sigue a una apoptosis de las células de la LLC-
B (Fluckiger y col., 1994; Itoh e Hirohata, 1995).

La IL-10 inhibe la supervivencia y 1a sintesis de ADN de las células de LLC-B,
mientras que aumenta la secrecidén de inmunoglobulinas. Estos hallazgos llevan a
Fluckiger y col., 1994, a considerar a la IL-10 en la inmunoterapia de las LLC-B
quimiorresistentes. Por el contrario, fruto de la disparidad de resultados sobre esta
citocina, otros autores sugieren que la IL-10 puede ser un factor de crecimiento
autocrino en la LLC-B (Peng v col, 1995; Rozman v Montserrat, 1995}.

2.10. Factor de crecimiento transformador beta

Tanto las células T activadas por un estimulo antigénico, como los monocitos
activados por polisacarido secretan el factor de crecimiento transformador beta
{TGEB, del inglés "Transforming growth factor"). Sus acciones son altamente

pleiotrépicas. El TGFP inhibe el crecimiento de numerosos tipos celulares y estimula
el crecimiento de otros (Abbas v col., 1994). Los linfocitos B normales expresan el
TGEB y la neutralizacion del TGFp enddgeno da lugar a una respuesta proliferativa
aumentada por parte de estas células (Lotz y col,, 1994). El TGFg inhibe la sintesis
de ADN inducida por la IL-2 en los linfocitos B normales {Banchereau y Rousset,
1992) y puede inducir la secrecion de IgA (Abbas y col,, 1994},

Expresién constitutiva del gen del TGEFB

Los datos que existen hasta el momento son discordantes. Para unos autores,
la expresion del TGFP esta aumentada en las ¢élulas de la LLC-B en relacion a los
linfocitos B normales (Lotz y col., 1994). Para otros, los linfocitos B de personas
normales y de pacientes con LLC-B tienen niveles bajos o indetectables del ARNm
del TGFB (Israels y col., 1993},
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Accién del TGFp sobre la proliferacion y diferenciacién
celular en la LLC-B

Los linfocitos B de la LLC-B son sensibles a esta citocina. El empleo de un
anticuerpo neutralizante del TGFP (anti-TGFp) aumenta la proliferacién de las

células de la LLC-B, en ausencia de otro estimulo (Lagneaux y col., 1994; Lotz vy col.,
1994). Ademas, la adicion del TGFp inhibe, de forma heterogénea, la proliferacion
celular espontanea (Moore y col., 1993; Lagneaux y col., 1994), la inducida por un
éster del forbol, un anticuerpo anti-y, la I1-2 o el mismo anti-TGFp (Lagneaux y col.,
1994; Lotz y col., 1994). El TGFp inhibe la sintesis de ADN en los linfocitos normales
y tumorales, pero en éstos en menor proporcién; esta diferencia puede explicar la
acumulacién selectiva de los linfocitos B leucémicos en la LLC-B (Israels y col.,
1993).

El TGFp reduce la proliferacion de las células B de la LLC-B inducida por un
anticuerpo anti-CD40, pero no la inhibe por completo (Lotz y col., 1994).

El TGF no induce la diferenciacion de las células de la LLC-B estimuladas con
anti-IgM o anti-CD40 (Fluckiger y col., 1992).

Presencia del TGFp en el suero y produccion del TGFp por
las células de la LLC-B en cultivo

Se ha detectado un nivel elevado de TGF en el plasma de pacientes con LLC-B
{Lotz y col., 1994).

Los resultados son contradictorios en 1o que se refiere a la capacidad de las
células de la LLC-B de producir TGFp. Mientras para un grupo de trabajo los
linfocitos B leucémicos secretan cantidades bajas de la citocina (Israels y col., 1993),
para otro, las células del estroma de la médula 6sea de pacientes con LLC-B
producen mas TGFp que las personas sanas (Lagneaux y col., 1992). Lotz y col.,
1994, observan que los linfocitos B de la LLC-B secretan TGFf, tanto de forma
espontanea, como tras su activacién con anti-igM y un éster del forbol. Moore y col,,
1993, encuentran que las células leucémicas secretan un mayor porcentaje de TGEFp

bioactivo que los linfocitos B normales.
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Accién del TGFp sobre la apoptosis en la LLC-B

El TGFP no protege de la apoptosis a las células de esta neoplasia

hematologica (Dancescu y col., 1992; Tanghe y col., 1994).

El TGFR puede funcionar como un inhibidor del crecimiento autocrino,
responsable en parte de la baja respuesta de proliferaciéon de las células leucémicas
y de la lenta progresion de esta enfermedad (Lotz y col., 1994).

2.11. Interferén alfa

La fuente principal de esta citocina es el monocito. El interferén alfa (IFNa«) no
induce la sintesis de ADN en los linfocitos B normales (Banchereau y Rousset,
1992).

Accién del IFNa sobre la proliferacién y diferenciacién
celular en la LLC-B

El IFNa no tiene accién alguna (Van Kooten y col., 1992; Burke y col,, 1993;
Jewell y col., 1993), o induce una respuesta proliferativa heterogénea de los

linfocitos B leucémicos en reposo {Ostlund y col., 1986; Ostlund y col., 1988; Luo y
col.,, 1991; Panayiotidis y col., 1994p), o bien activados con un anticuerpo anti-
inmunoglobulina (Karray y col., 1988p; Karray y col., 1988¢). Esta citocina aumenta
ia proliferacién inducida por la IL-2 (Karray v col., 1988; Brizard y col., 1994),
hallazgo no objetivado por Jewell y col.,, 1993, El IFNa aumenta la expresion del
ARNm del antigeno de activacion CD23 en los linfocitos B de la LLC-B (Fournier v
col., 1992).

Heslop y col., 1990, sugieren que el [FNo puede realizar su efecto terapeutico
en la LLC-B y en la LCP mediante la interrupcién de la produccién de factores de
crecimiento autocrino. Asi, observan la reduccion del acimulo del ARNm de una
variedad de citocinas, incluyendo la [L-1a y B, el TNFa y la IL-6. De igual forma,
Bianchi y col., 1988, demuestran que el [FNa disminuye el actimulo del ARNm del
TNFa en las células B de la LLC-B, al tiempo que reduce la expresion de los
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receptores del TNFa en esos mismos linfocitos. Jewell y col., 1992, objetivan que el
IFNa no desarrolla su accion terapeutica a través del aumento de la actividad NK o
LAK. La respuesta clinica al IFNa no guarda relacién con los efectos que esta citocina
realiza, de forma heterogénea, sobre la sintesis de ADN y transformacién
morfologica en las células de la LLC-B (Panayiotidis y col., 1990).

l.a asociacion de IFNa con lipopolisacaride no induce de forma significativa la
produccion de IgM o de IgG por parte de los linfocitos B leucémicos (Poljak y col.,
1993).

Expresién del receptor del IFNo en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

Los linfocitos B de la LLC-B presentan en su membrana el receptor de esta
citocina de forma heterogénea (Dadmarz y col.,, 1986; Ostlund y col., 1989p). La
expresién del receptor se relaciona con el estadio de la LLC-B, de forma que los
estadios mas avanzados de la enfermedad se asocian con un nitmero bajo de
receptores, y la enfermedad temprana se caracteriza por la presencia de un numero
alto de los mismos (Dadmarz y Cawley, 1988). La expresion del receptor del IFNa se
asocia con la presencia del antigeno CD23, lo que lleva a sugerir que estos linfocitos
tumorales son células activadas (Dadmarz y Cawley, 1988)

Accién del IFNa sobre la apoptosis en la LLC-B

El IFNe aumenta, de forma dosis dependiente, la expresion de la proeteina bcel-
2 en las células de la LLC-B, y protege a éstas de la apoptosis que sufren de forma
espontanea, o la inducida por hidrocortisona, o por radiacién gamma (Jewell y col.,
1993; Panayiotidis y col., 1993p; Jewell y col., 1994p; Panayiotidis y col., 1994p).
Estos hallazgos in vitro indican que la respuesta clinica que presentan algunos
pacientes al IFNa no puede ser explicada por un efecto citotéxico directo de la
citocina sobre las células de la LLC-B circulantes (Panayiotidis y col., 1994p; Zinzani
y col., 1994). El IFNa aumenta de igual forma la expresion de bcl-2 en las células
malignas in vivo (Jewell y col., 1994p). Chaouchi y col., 1993, objetivan que el IFNa
inhibe la apoptosis de los linfocitos leucémicos sin aumentar la expresion de la
proteina bcl-2.

El IFNea aumenta la expresion del antigeno Fas en la membrana de los
linfocitos B de la LLC-B (Panayiotidis v col., 19943).
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2.12. Interferén gamma

Las células que producen esta citocina son los linfocitos T y las células NK. El
interferén gamma (IFNy) no induce 13 sintesis de ADN en los linfocitos B normales
(Banchereau y Rousset, 1992). El IFNy estimula, entre otras acciones, al linfocito B
para que produzca inmunoglobulinas (Abbas y col.,1994). El IFNy inhibe el estimulo
de la IL-4 sobre la expresion del CD23 en los linfocitos B {Banchereau y Rousset,
1992).

Expresién constitutiva del gen del IFNy en la LLC-B

Se ha detectado la presencia del ARNm en los linfocitos B de la LLC-B sin
activar (Buschle y col., 1993; Plate y col., 1993p).

Accién del IFNy sobre la proliferacién y diferenciacién
celular en la LLC-B

El IFNy estimula la sintesis de ADN en la mayoria de los pacientes con LLC-B,
cuyos linfocitos B han sido activados a través de un anticuerpo anti-CD40 (Fluckiger
y col,, 1992). Sin embargo, cuando esos linfocitos son activados con SACy, o bien
con anticuerpos anti-Ig, €l IFNy no induce la proliferacion celular (Karray y col.,
1988¢; Carlsson y col., 1989; Engel y col., 1989). En las células leucémicas sin
activar, el IFNy tampoco estimula el crecimiento (Karray vy col., 1988¢; Ostlund y col.,
1989,4; Van Kooten y col., 1992; Burke y col., 1993; Buschle y col., 1993), aunque la
respuesta a la citocina es heterogénea (Ostlund y col., 1986; McManus y col., 1993).
El IFNy si aumenta la proliferacion inducida por la IL-2 {Karray y col.,, 1988;
McManus y ¢ol.,, 1993; Brizard y col., 1994), aunque este hallazgo no es unanime
(Carlsson y col., 1989).

El IFNy induce la proliferacion de los linfocitos T tumorales en la LLC-T
(Alfinito y col., 1994).

El IFNy aumenta 1a expresion del ARNm del antigeno de activacion CD23 en
los linfocitos B de la LLC-B, al contrario de lo que sucede en el linfocito B normal
(Fournier y col., 1992). Esta citocina no inhibe la induccién de la expresién del
CD23, que lleva a cabo la IL-4 y Ia IL-2 (Hivroz y col., 1989).
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La accidén del IFNy sobre la diferenciacion de la célula leucémica es
controvertida, Mientras que unos autores atribuyen a la citocina una accién
positiva en la induccién de la diferenciacion del linfocito B de la LLC-B (Tremisi y
Bich-Thuy, 1991), otros no encuentran ese efecto (Engel y col., 1989).

Expresién del receptor del IFNyen la membrana de Ilos
linfocitos de la LLC-B

Se observa la presencia del receptor de esta citocina en la membrana de las
células tumorales, aunque la densidad antigénica es baja (Buschle y col., 1993;
Rojas y col., 1994). Después de cuatro dias en cultivo con IFNy, los linfocitos B de los
pacientes de LLC-B con mal pronostico -estadios III y IV de la clasificacién de Rai-
aumentan la expresion del receptor de la citocina en su membrana (Rojas y col.,
1994).

Presencia del IFNy en el suero de los pacientes y produccién
de la citocina por las células de la LLC-B en cultivo

Se detectan niveles séricos de IFNy elevados en los pacientes con LLC-B y no
en personas sanas {(Buschle y col., 1993), aunque no es un hallazge unanime (Rojas
y col.,, 1994). El nivel de IFNy esta también elevado en el suero de los pacientes con
LLC-T (Raziuddin y col., 1994).

Los linfocitos B de la LLC-B (Buschle y col., 1993), asi como los T de la LLC-T
{Alfinito y col., 1994), sintetizan IFNy.

Accién del IFNy sobre la apoptosis

Esta citocina inhibe la muerte celular programada, de forma dosis
dependiente, y promueve la supervivencia de las células de la LLC-B en cultivo. El
IFNy, al retrasar la apoptosis, puede prolongar la vida media de las células tumorales
y contribuir, por lo tanto, a su acumulacién clonal (Buschle y col., 1993; Jewell y
col., 1993; Kobayashi y col., 1993; Panayiotidis y col., 1993p; Panayiotidis y col.,
1994p; Rojas y col., 1994). La inhibicién de la apoptosis se asocia al pronéstico de
la enfermedad, siendo el porcentaje de inhibicidén mayor en los pacientes con
estadios avanzados de la LLC-B (Rojas y col., 1994).
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El IFNy induce la expresion del antigeno Fas (Panayiotidis y col,, 1993p;
Panayiotidis y col., 1994,).

2.13. Otras citocinas

2.13.a. Interleucina 5

la accién principal de la interleucina 5 (IL-3) es la de estimular el
crecimiento y diferenciacién de los eosinéfilos y la de activar a los eosindfilos
maduros, de forma que puedan eliminar a los helmintos (Abbas y col., 1994). Los
linfocitos B normales expresan el receptor de ia IL-5 (Baumann y col., 1992),
citocina que es capaz de aumentar la secrecién de IgM de dichas células activadas
con SAC. Esta accidén la realiza sinérgicamente con la [1-2 y la {1-4 (Kishimoto ¥
Hirano, 1988; Bertolini y col,, 1993). También es un factor de crecimiento para las
células B previamente activadas (Kishimoto y Hirano, 1988). El receptor de
membrana de la IL-5 pertenece a una familia de receptores de citocinas, formado
ademas por la IL-3 v el factor estimulador de colonias granulociticas y macrofagicas
(Kishimoto y col., 1995).

Expresién constitutiva del gen de la IL-5

Las células de la LLC-B no expresan de forma constitutiva el gen de la IL-5
(Plate y col., 1993p; Di Celie y co0l.,1994).

Accién de la IL-5 sobre la proliferacién y diferenciacién
celular en la LLC-B

La IL-5 no induce la proliferacién ni la diferenciacién de las células de la LLC-
B (Carlsson y col., 1989; Dige! y col,, 1991, Fluckiger y col., 1992; Mainou-Fowler y
col., 1992; Hayes y col., 1993). Esta citocina no aumenta la expresion del antigeno
CD23 en esas células (Fournier y col., 1992).
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Expresién del receptor de la IL-5 en la membrana de los
linfocitos de la LLC-B

Los receptores de esta citocina estin presentes en los linfocitos de una linea
celular murina de LLC-B (Mita y col., 1988). No se ha investigado la forma de unién
de 1a IL-5 a los linfocitos B de la LLC-B humana.

Accién de la IL-5 sobre la apoptosis en la LLC-B

Se ha observado que la IL-5 induce la apoptosis (Mainou-Fowler y col., 1992;
Mainou-Fowler y col., 1994), o no protege de ésta (Dancescu y col., 1992), a los
linfocitos B de la LLC-B por un mecanismo independiente de la expresién de la
proteina bel-2,

2.13.b. Interleucina 6

Se expone con detalle en un capitulo dedicado a esta citocina, dada su
importancia en este estudio.

2.13.c. Interleucina 9

La interleucina 9 (IL-9) es un regulador de la eritropoyesis y un factor
estimulador del crecimiento de los linfocitos T activados humanos (Renauld y col,,
1993). No tiene una accién conocida sobre los linfocitos B humanos (Abbas y col.,
1994). La 1IL-9 comparte con otras interleucinas (IL-2, 1L-4, IL-7, IL-9, IL-15) la
cadena y de su receptor de membrana, de ahi la redundancia de funciones de las
citocinas como factores de crecimiento de las ¢élulas T (Kishimoto y col., 1995).

Se ha observado que la IL-9 es un factor autocrino para el crecimiento in
vitro de una linea celular de linfoma de Hodgkin (Renauld y col., 1993). No hay
estudios que demuestren que esta citocina esté implicada en la fisiopatologia de la
LLC-B.
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2.13.d. Interleucina 11

La interleucina 11 (IL-11) es una citocina derivada de los fibroblastos de la
médula o6sea, con una gran variedad de actividades. Entre ellas estan: el
mantenimiento de ciertas lineas de plasmacitoma e hibridoma y la sinergia con la
IL-3 en la formacién de colonias de megacariocitos, junto con €l acortamiento de la
fase Gp del ciclo celular de los progenitores no comprometidos de la médula ésea.
Su accidn se confunde en numerosas ocasiones con las realizadas por la IL-6 (Yang ¥
Yin, 1992; Gearing, 1993), citocina con la que comparte la molécula gp130 como
transductora de sefial {Kishimoto y col., 1995).

No hay estudios que relacionen a la I1-11 con la LLC-B.

2.13.e. Interleucina 12

Se la denomind inicialmente factor estimulador de la célula NK y factor de
maduracion del linfocito citotdxico. Entre sus funciones esta la de aumentar la
actividad citotdxica de las células T y NK y la de regular la producciéon de IFNy. La
fuente fundamental de la interleucina 12 (IL-12) son los monocitos, aunque
también la producen los linfocitos B. Sobre el linfocito B, inhibe la sintesis de IgE
inducida por la IL-4 (Trinchieri y Scott, 1994). El receptor de membrana de la [L-12
pertenece a la familia del receptor de citocinas gpl30 (Kishimoto y col., 1995).

No hay estudios que conecten a la IL-12 con la LLC-B.

2.13.f. Interleucina 13

La interleucina 13 (IL-13) es una citocina producida por el linfocito T
activado y que comparte homologia con la IL-4 (Minty y col,, 1993). La IL-13 realiza
sobre las células B normales gran numero de las acciones desarroliadas por la IL-4.
Asi, induce una proliferacién intensa y prolongada de los linfocitos B estimulados a
través del sistema del CD40 o por anticuerpos anti-IgM; estimula la secrecién de
1gG4 e IgE, e induce la expresion del antigeno CD23 en las células B en reposo
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(Briere y col., 1993; McKenzie y col.,, 1993; Punnonen y col., 1993; Banchereau y
col., 1994; Defrance y col., 1994; Punnonen y de Vries, 1994). Por otra parte, la IL-
13 estimula la proliferacion de las células T e inhibe la produccién de las citocinas

inflamatorias liberadas por los monocitos (Quesenberry, 1995).

Accién de la IL-13 sobre la proliferacién celular en la LLC-B

La IL-13 induce la sintesis de ADN en los linfocitos B de la LLC-B activados
mediante un anticuerpo anti-CD40, aumenta la recuperacion de células viables en
el cultivo, e incrementa la expresién del antigeno CD23. La accién sobre la
proliferacién celular la realiza de forma dosis dependiente y sinérgicamente con la
IL-10 (Fluckiger y col., 1994). Estas acciones son similares a las realizadas por la IL-4
en las mismas condiciones de cultivo celular.

A diferencia de la acciéon de la IL-4, la IL-13 no inhibe la proliferacion,
inducida por la IL-2, de los linfocitos B de la LLC-B activados mediante un
anticuerpo anti-IgM. La IL-13 tampoco aumenta la expresion del antigeno CD23 en
los linfocitos B de la LLC-B en reposo, o bien activados a través de un anticuerpo
anti-IgM {Fluckiger y col., 1994).

Accién de la IL-13 sobre la apoptosis

La [L-13 no impide la entrada en apoptosis de las células B de la LLC-B
activadas a través de un anticuerpo anti-IgM (Fluckiger y col., 1994}, al contrario de

la accién realizada por la IL-4.

2.13.g. Interleucina 14

La interleucina 14 (IL-14) fue denominada en un principio factor de
crecimiento de células B de alto peso molecular (HMW-BCGF, del inglés "high
molecular weight - B cell growth factor").

Se ha sugerido que la produccién autocrina o paracrina de IL-14 puede jugar
un papel relevante en la rapida proliferacion de los linfomas agresivos no Hodgkin
de células B (Ford y col., 1995), pero no hay estudios que atribuyan a la I1-14 una
accion en el desarrollo de la LLC-B,
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2.13.h. Interleucina 15

La produccién de interleucina 15 (IL-15) se ha detectado en una gran
variedad de células. Desde un punto de vista inmunolégico, la fuente mas
importante de produccién de la citocina son los monocitos activados. La IL-15
comparte muchas propiedades biolégicas con la IL-2. La IL-15 activa las células NK
humanas a través de componentes del receptor de la IL-2 (Arza y col., 1994; Carson
y col., 1994). La IL-15 realiza sobre los linfocitos B una accién similar a la llevada a
cabo por la IL-2 sobre esa linea celular. Asi, la IL-15 coestimula la proliferacion de
los linfocitos B activados con anti-IgM humana o con un éster del forbol, pero no
tiene ningan efecto estimulador sobre las c¢éiulas B en reposo. La IL-15 es un
inductor potente de la secrecién de IgM, IgG] e IgA, en combinacién con un
anticuerpo anti-CD40 (Armitage v col,, 1995).

No hay estudios que impliquen a la IL-15 en la fisiopatologia de la LLC-B.

2.13.i. Interleucina 16

La interleucina 16 (IL-16), denominada previamente factor quemoctactico de
linfocitos, es una linfocina secretada por los linfocitos T CD8 (+) activados, que
actiia selectivamente sobre las células CD4 (+) a través de su receptor CD4. Este
factor soluble ha sido implicade en la inhibicién de la replicacion del virus de la
inmunodeficiencia humana (Baier y col., 1995; Fauci, 1995; Laberge y col., 1995}.

No hay estudios que atribuyan un papel a la IL-16 en la génesis de la LLC-B.

2.13.j. Factor inhibidor de leucemias. Factor
neurotréfico ciliar. Oncostatina M. Cardiotropina 1

Factor inhibidor de leucemias

El factor inhibidor de leucemias no tiene una accién conocida sobre la
funcion de los linfocitos de personas sanas. Se describe inicialmente como un factor
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inhibidor de una linea de melanoma humano (Akira y col., 1993). Interviene en la
diferenciacién de la célula leucémica mieloide y tiene una accion sinérgica con la IL-
3 en el estimulo de las células progenitoras hematopoyéticas {Gearing, 1993).
Estimula la proliferacion de los progenitores de los megacariocitos. Sus acciones
son, en muchos casos, similares a las de la IL-6, IL-11, oncostatina M, cardiotropina
1 y el factor neurotréfico ciliar. Estas seis citocinas comparten la glicoproteina
gpl30 del receptor de membrana, que constituye el transductor de la sefial de
dichas moléculas (Fourcin y col., 1994; Zhang vy col., 1994; Kishimoto y col., 1993).

Factor neurotréfico ciliar

El factor neurotréfico ciliar promueve la supervivencia de las neuronas
ciliares y afecta a la diferenciacién glial. No tiene una accién determinada sobre los
linfocitos de personas sanas (Gearing, 1993). Comparte acciones con la IL-6 (Akira
y col., 1993; Kishimoto vy col,, 1995).

Oncostatina M

La Oncostatina M es producida por los linfocites T ¥ monocitos activados.
Entre las acciones desarrolladas esta citocina se encuentra la de intervenir en la
diferenciacion de la célula leucémica mieloide (Gearing, 1993). Comparte acciones
con la IL-6, entre las que destaca la induccion de proteinas de fase aguda en el
higado (Akira y col., 1993; Kishimoto y col., 1995). La Oncostatina M puede
intervenir en la regulacion de la mielopoyesis, al inducir la expresion celular de los

factores de crecimiento hematopoyéticos (Brown y col,, 1993).
Cardiotropina 1
La cardiotropina 1 es una citocina que induce la hipertrofia del miocito
cardiaco (Kishimoto y col., 1995). Al igual que el resto de las citocinas englobadas

en este apartado, comparte la glicoproteina gp130 del receptor de membrana.

Ninguna de estas cuatro citocinas tiene un efecto demostrado sobre la
fisiopatologia de la LLC-B.
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2.13.k. Factor estimulador de colonias granulociticas
y macrofagicas. Factor estimulador de colonias granulociticas.
Factor estimulador de colonias macroféagicas

Las citocinas que estimulan la expansion y diferenciacion de las células
progenitoras de la médula dsea se denominan en conjunto factores estimuladores
de colonias (CSF, del inglés "Colony-stimulating Factors").

GM-CSF

El factor estimulador de colonias granulociticas y macrofagicas (GM-CSF)
regula la proliferacién y diferenciacién de las células progenitoras de los
neutrofilos, eosindfilos y monocitos. No tiene accion sobre los linfocitos (Nicola,
1987). Su accidén sobre las células hemopoyéticas coincide parcialmente con la
desarrollada por la IL-3, con la que comparte un transductor de sefal comun
(Kishimoto y col., 1995).

No se ha encontrado la expresion constitutiva del gen del GM-CSF en las
células de la LLC-B (Di Celle y c0l.,1994).

Esta citocina no induce la proliferacién ni la diferenciacién de las células de
la LLC-B (Fluckiger y col,, 1992; Till y col., 1995). Por el contrario, Trentin y col.,
1994, objetivan que este factor de crecimiento realiza una pequefia accién
proliferativa sobre los linfocitos B de la LLC-B. El GM-CSF aumenta la proliferacién
inducida por la IL-2 y por el TNFa (Trentin y col., 1994).

Los linfocitos B de la LLC-B presentan en su membrana los receptores del GM-
CSF, cuya expresion aumenta en contacto con la [L-2 (Trentin y col., 1994). Sin
embargo, este hallazgo no es unanime (Till y col., 1995).

Los linfocitos B de personas sanas -estimulados-, y de pacientes con LLC-B,
bien en reposo {Zupo y col., 1992) o tras activacién con SAC (Pistoia y col., 1993},
secretan GM-CSF.

G-CSF

El factor estimulador de colonias granulociticas {G-CSF) regula la proliferacion
y diferenciacion de las células progenitoras de los neutréfilos y no tiene accidén



sobre los linfocitos (Nicola, 1987). El receptor de membrana del G-CSF pertenece a la
familia del receptor de citocinas gpl130 (Kishimoto y col., 1995),

Los linfocitos B de la LLC-B presentan en su membrana los receptores del G-
CSE, cuya expresién aumenta en contacto con la IL-2 (Trentin v col., 1994). Los
linfocitos B activados de personas sanas y de pacientes con LLC-B secretan G-CSF
(Corcione y col., 1992; Pistoia y col., 1993). El G-CSF no estimula la proliferacion de
las células B de la LLC-B (Trentin y col., 1994).

M-CSF

El factor estimulador de colonias macrofagicas (M-CSF) regula la proliferacién
y diferenciacion de las células progenitoras de los monocitos de la médula dsea a
monocitos y macrofagos maduros, y no tiene accién sobre los linfocitos (Nicola,
1987}. El receptor del M-CSF se expresa predominantemente en macrofagos,
monocitos y sus precursores de la médula 6sea (Aracil, 1994).

Los niveles séricos de M-CSF, disminuidos en los pacientes con LLC-B en
estadio temprano de la enfermedad, aumentan si existe respuesta al tratamiento
con [FNa (Jewell y col,, 19944},

2.13.1. Factor de células "stem"

También se denomina factor de crecimiento de mastocitos, producto del
locus "steel" y ligando del receptor c-kit. Interviene en la proliferacién de los
precursores de las células B normales (Saeland y col., 1992). El protooncogen c-Kit es
el receptor de la citocina y se expresa en la mayoria de los precursores
hematopoyéticos (Aracil, 1994).

El factor de células "stem" tiene un efecto estimulador sobre los linfocitos B
de la LLC-B, si bien de forma heterogénea (Kleine vy col., 1992).
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2.13.m. Eritropoyetina

La eritropoyetina es producida fundamentalmente por las células
intersticiales peritubulares renales. Los receptores de esta citocina se encuentran
en los eritroblastos. La célula diana mas importante de la eritropoyetina son las
unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E, del inglés "Colony-forming unit-
erythroid"). Una de las acciones de la citocina es la de disminuir el porcentaje de
progenitores eritroides que entran en apoptosis, permitiendo su maduracién final
{Quesenberry, 1995).

Los progenitores eritroides de la LLC-B son sensibles a la eritropoyetina
humana recombinante in vitro v se ha sugerido que esta citocina puede ser atil en
algunos pacientes, independientemente de la infiltracion linfocitaria en la médula
6sea (Tsatalas vy col., 1994),

2.13.n. Trombopoyetina

La trombopoyetina, también denominada ligando del receptor c-mpl, esta
implicada en el estimulo de la produccién y maduracién de los megacariocitos
{Schick, 1994; Kaushausky, 1995). La 1L-11, el factor de células "stem" y la
eritropoyetina actuan sinérgicamente con la trombopoyetina en el estimulo de la
proliferacién de las unidades formadoras de colonias de megacariocitos (Broudy y
col,, 1995).

No existen estudios que relacionen a la trombopoyetina con la LLC-B.

2.13.11. Factor de necrosis tumoral beta o linfotoxina

El factor de necrosis tumoral beta (TNFB) induce la sintesis de ADN en los
linfocitos B normales, estimulados con anti-IgM o SAC (Banchereau y Rousset,
1992). Compite con el TNFu en la unién al receptor de membrana.

No se ha encontrado la expresién constitutiva del gen de esta citocina en las
células B de 1a LLC-B (Trentin y col., 1993).
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El TNFB no induce la sefial de proliferacién en los linfocitos B de la LLC-B
(Trentin y col., 1993), salvo de forma heterogénea (Digel y col., 1991) y sélo tras ser
activados con SAC1 (Alvarez-Mon y col., 1993). Por el contrario, Moberts y col.,
1989, encuentran que el TNFp puede actuar como factor de crecimiento de las
células B de la LLC-B, en un estudio realizado con so6lo seis pacientes. El TNFg no
aumenta la expresion del antigeno CD23 en las células B de la LLC-B (Fournier y col.,
1992).

El TNFB no protege de la muerte celular programada a los linfocitos B de la
LLC-B (Sarfati, 1993).

2.13.0. Interfer6n beta

El Interferén beta (IFNB) constituye el segundo grupo serologico del 1IEN tipo 1.
El IFNB, a pesar de su escasa similitud estructural con el [FNe, se une al mismo tipo
de receptor celular que esta otra citocina. Ambos interferones participan en la
inhibicién de la replicacidén viral y en la supresidon de la proliferaciéon celular
(Abbas y col., 1994).

El IFNB induce la proliferacién de los linfocitos B de la LLC-B de forma
heterogénea y sin diferencia evidente con el IFNe o el IFNy (Ostlund y col., 1986;
Ostlund y col., 1989,).

El IFNB aumenta la expresion de la proteina bcl-2 en las células de la LLC-B, y
protege a éstas de la apoptosis que sufren de forma espontanea (Panayiotidis y col.,
1993p).

2.13.p. Factor de crecimiento basico de Ilos
fibroblastos

El factor de crecimiento basico de los fibroblastos (bFGF, del inglés, "basic
fibroblast growth factor"} es un factor de crecimiento pleiotrdpico, que actua junto
con el factor de células "stem" sobre las células progenitoras multipotentes
tempranas y sobre los progenitores de los megacariocitos. Ademas de su accidén
sobre la hematopoyesis, tiene un efecto sobre la angiogénesis y sobre el desarrollo
del mesodermoc (Quesenberry, 1995).
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Los niveles intracelulares de bFGF en los linfocitos B de la LLC-B estan
elevados en los pacientes con estadios avanzados de la enfermedad, en comparacién
con aquellos enfermos en estadios intermedios e iniciales, y en relacién también
con las personas sanas. El nivel intracelular elevado de bFGF protege de la muerte
celular programada a estas células leucémicas (Menzel y col., 1994). De igual forma,
el nivel plasmatico de la citocina se encuentra alto en esos mismos estadios de la
LLC-B (Duensing y Atzpodien, 1995).

2.13.q. Otras citocinas

Citocinas con accién estimuladora

Entre las citocinas con actividad estimuladora sobre las lineas
linfohemopoyéticas se encuentran, junto al bFGF ya comentado, las siguientes:

- el factor de crecimiento derivado de las plaguetas: su accién se
realiza en los progenitores granulopoyéticos y eritroides. Ademas, induce la
produccién del TNFa en los linfocitos B, lo que sugiere que ese factor plaquetario
esta implicado en la regulacién de la secrecidén de citocinas de la linea celular B
(Smith y col., 1994).

- el factor de crecimiento de los hepatocitos: tiene una accién
sinérgica con otros factores sobre las células progenitoras.

- los factores de crecimiento "insulin-like” I y II: estimulan el
crecimiento y diferenciacion de los progenitores mieloides y eritroides, Las
proteinas de union a estos factores se denominan con los niimeros 1 a 6.

- factor promotor de actividad "burst" unido a la membrana: estimula
la formacion de "burst” {o eclosiones) eritroides: BFU-E o unidades formadoras de
colonias eritroides ("burst").

No existen estudios que impliquen a estas citocinas en la

fisiopatologia de la LLC-B.

Citocinas con acci6én inhibidora

Ademas del TGFB, el IFNw, el IFNR, el [FNy, el TNFa y el TNFB, se han descrito

otras citocinas con efectos inhibitorios sobre la linfopoyesis. Entre ellas estan: la
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subunidad H de la ferritina, la prostaglandina E; y E2, 1a inhibina, la lactoferrina y
la familia de las quemoquinas.

Dentro de las quemoquinas o se han incluido: la proteina inflamatoria de los
macrofagos 2a (MIP-2a, del inglés "macrophage-inflammatory protein-1-alpha"), la
MIP-28, el factor plaquetario 4, la IL-8, el péptido activador de los neutréfilos 2, la
proteina 10 inducible por interferén, la quemoquina Mig y el Gro-a. En la
clasificacion de las quemoquinas B se encuentran: la MIP-1¢, la MIP-1, el factor
activador y quemotactico del macréfago (MCP-1) y el Rantes (del inglés "Regulated
upon activation in normal T cells expressed and secreted") (Liao y col., 1995;
Quesenberry, 1995}. Estas moléculas tienden a inhibir los progenitores mas
primitivos y pueden estimular el crecimiento de las células progenitoras mas
maduras.

Tampoco existen trabajos que demuestren que estas citocinas estan
involucradas en el desarrollo de 1a LLC-B.

57



3. INTERLEUCINA 6

3.1. Introduccién

La interleucina 6 tiene dos propiedades caracteristicas de las citocinas: el
pleiotropismo funcional y la redundancia. Fue aislada por diferentes grupos de
investigadores pensando que eran productos distintos, y recibi¢ de ellos
denominaciones diversas segin las funciones que desarrollaba. Entre finales de
1986 y principios de 1987 se llegd a la conclusion de que todos esos factores, en
apariencia no relacionados, no eran sino una misma proteina, que habia recibido
distintos nombres, reflejando cada uno de ellos una caracteristica diferente de la
misma. A partir de entonces se conoce como interleucina 6 (IL-6). Algunas de sus
denominaciones han sido: factor estimulante 2 de las células B, factor de
diferenciacion de células B {Okada y col., 1983; Hirano y col., 1984; Hirano y col,,
1985; Hirano y col.,, 1986), proteina de 26 kilodalton (Haegeman y col., 1986),
factor sustitutivo de células T (o TRF, del inglés: “T-cell replacing factor”)
(Muraguchi y col., 1981; Teranishi y col., 1982}, interferén beta 2 (Weisseinbach y
col., 1980; Zilberstein y col., 1986), factor de crecimiento de plasmocitomas, factor
de crecimiento de plasmocitoma-hibridomas humanos (Aarden y col., 1985;
Nordan y Potter, 1986; Van Damme vy col., 1987; Van Snick y col., 1988}, factor
estimulante de los hepatocitos (Gauldie y col,, 1987), vy factor de diferenciacion de
células T citotdxicas (Takai y col., 1988).

3.2. La proteina y el gen de la interleucina 6

La interleucina 6 humana es una glicoproteina de cadena tnica, con un peso
molecular que oscila entre 21 y 28 kilodalton, segGn el grado de glicosilacion.
Presenta una homologia significativa con el factor estimulador de colonias

granulociticas (G-CSF, del inglés: "Granulocyte-Colony Stimulating Factor"), y de la
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misma manera que sus receptores, tiene un alto nivel de identidad en sus
secuencias,

El gen que codifica 1a IL-6 humana se encuentra en el cromosoma 7 (7p21), y
ha sido ya secuenciado. Tiene cinco exones y cuatro intrones. El ADN gendmico que
codifica el G-CSF muestra estructura similar al de la 11-6, como ocurria a nivel
proteico.

La I1-6 humana y la IL-6 murina presentan una homologia del 65% en el
ADN, que desciende al 42% a nivel proteico. La IL-6 humana es activa en el ratén
(Van Snick, 1990).

3.3. Origen celular y regulacién de la produccién de
interleucina 6

La produccion de IL-6 se ha detectado en una gran variedad de células:
fibroblastos, células endoteliales, queratinocitos, monocitos/macroéfagos, células T,
mastocitos, diferentes lineas tumorales y otras. Desde un punto de vista
inmunoldégico, la fuente mas importante de producciéon de IL-6 son las células
accesorias (Kishimoto, 1989; Van Snick, 1990; Hirano, 1992; Kishimote vy col.,
1992: Cavaillon, 1993).

La produccién de IL-6 se da en respuesta a infecciones virales, y es asimismo
inducida por lipopolisacarido. Ademas, varias citocinas inducen la produccidon de
[L-6 como son: la interleucina 1, el factor de necrosis tumoral -solo o en asociacién
con el interferén gamma-, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, la
interleucina 3, y el factor estimulador de colonias granulociticas y macrofagicas
{GM-CSF, del inglés: "Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor"), Sin
embargo, no todas las células responden de forma similar a estos factores (Van
Snick, 1990).

3.4. Regulacién del receptor de la interleucina 6

La interleucina 6 realiza su accion a través de un receptor de membrana
compuesto por una proteina de unién (glicoproteina (gp) 80) y un polipéptido
encargado de la transduccion de la sefal (gp 130). Ambas moléculas son miembros
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de la familia de receptores de citocinas, que incluye los receptores de: la
interleucina 2 -en su cadena beta y gamma-, la interleucina 3, la interleucina 4, la
interleucina 5, la interleucina 7, la interleucina 9, la interleucina 11, la
eritropoyetina, el G-CSF, el GM-CSF, el factor inhibidor de leucemias, el factor
neurotrdéfico ciliar, 1a oncostatina M, 1a cardiotropina 1, la hormona de crecimiento,
y la prolactina (Hirano, 1992; Akira y col., 1993; Gearing, 1993; Kishimoto y col,,
1995).

Las dos proteinas (gp 80 y gp 130) que configuran el receptor de la
interleucina 6 (R-IL6) son funcionalmente diferentes. Cuando el receptor esta
ocupado por la interleucina 6 esas dos cadenas proteicas se unen
extracelularmente, y forman lugares de unién de alta afinidad para esta citocina.

Debido al pleiotropismo de la interleucina 6, se pueden encontrar recepiores
de esta interleucina en varias lineas celulares. Se han detectado un alto namero de
receptores de la interleucina 6 en células de mieloma, cuya expresion aumentaba
tras realizar un tratamiento con dexametasona. Dentro de la variedad celular donde
se ha encontrado el receptor de la interleucina 6, hay que mencionar a los
macrofagos y a los linfocitos B y T (Yamasaki y col., 1988; Snyers y col., 1989; Taga
y col., 1989; Hirata y col., 1989; Bauer y col,, 1989; Snyers y col., 1990; Hibi y col.,
1990; Yasukawa y col,, 1990; Taga y Kishimoto, 1992;. Taga y col,, 1992y Sajto y
col., 1992; Wognum y col., 1993).

La expresion del receptor de la interleucina 6 en diferentes lineas celulares
se ha estudiado mediante el anticuerpo MT 18, que no compite con la interleucina
6 en la union con su receptor; en linfocitos B no estimulados, no se detecta la
presencia de dicho anticuerpo en los estudios de citometria de flujo. Sin embargo,
las células B de amigdala con fenotipo p+/3-, estimuladas con "pokeweed mitogen"
(PWM) durante 2 a 3 dias, expresaban dicho anticuerpo en su superficie y no
ocurria asi en las de fenotipo p+/8+. También se ha observado la union de la 11-6,
marcada con lodo radiactiva (1251-IL6), a células B de amigdala estimuladas
mediante la cepa Cowan del Staphylococcus aureus (SAC), pero no en aquellas no
expuestas al SAC. Asimismo se ha detectado el receptor de la interleucina 6 en
linfocitos B normales activados in vivo, De ahi la conclusién de que el receptor de la
interleucina 6 no se expresa en linfocitos B no activados, y si en linfocitos B
activados sin IgD de superficie. Esto es consistente con la observacién de que las
células B IgD(-) pertenecen al estadio final de maduracién antes de convertirse en
células productoras de inmunoglobulinas. Por el contrario, el receptor de la
interleucina 6 se ha observado en células T periféricas no activadas. Mediante
estudios de citometria de flujo, las células CD4+/CD8- y CD4-/CD8+ muestran
expresion débil, pero significativa, del R-IL6, que no cambia tras ser estimuladas
con fitohemaglutnina (PHA, del inglés: "Phitohemmaglutinin”).
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La diferente expresion del R-IL6 por linfocitos B y T activados y no activados
refleja la diferencia funcional de esta citocina en ambas lineas celulares: la
interleucina 6 actiia como un factor de diferenciacién sobre los linfocitos B al final
de su estadio de maduracién, y sobre los linfocitos T como factor de activacion, en
un estadio precoz (Taga y col., 1987; Wognum vy col., 1993).

3.5. Actividades biolégicas de la interleucina 6

Se han atribuido a la IL-6 las siguientes acciones (Van Snick, 1990; Hirano,
1992) (Figura 1);

Diferenciacién de la célula B

La interleucina 6 induce la produccidon de inmunoglobulinas en células
estimuladas con SAC1, pero no en linfocitos B no activados previamente. La
produccion de inmunoglobulinas se inhibe completamente con un anticuerpo anti-
IL-6 (Freeman v col., 1989; Akira y col., 1993). No induce la proliferacion de las
células B. Es importante la sinergia con la interleucina 1 en su accidén sobre la
diferenciacion del linfocito B.

Activacién de 1la célula T

La interleucina 6 es un factor esencial, que actiia sinérgicamente con la
interleucina 1 en el control de las etapas iniciales de la activacion del linfocito T. En
apoyo a la accion de la interleucina 6 en un estado temprano de la activacion del
linfocito T, esta el hecho de que un anticuerpo frente a la interleucina 6 bloquea la
proliferacién celular inducida por esta citocina, sélo cuando se afiade al comienzo
de la respuesta, y el que la expresion del receptor de la interleucina 6 es inhibida
tras la activacion del linfocito T. La interleucina 6 induce la secreciéon de
interleucina 2, y la expresiéon del receptor de esta citocina en los linfocitos T
(Kishimoto y Hirano, 1988; Muraguchi v col.,, 1988). La IL-6 no sélo induce la
proliferacién, sino también la diferenciacion del linfocito T citotdxico y aumenta la
actividad de las células NK (Akira y col., 1993).
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Hibridoma de células B y <crecimiento del
plasmocitoma

El crecimiento in vitro de los hibridomas de células B v del plasmacitoma de
raton aumenta en presencia de interleucina 6. Algunos de los resultados obtenidos
para los plasmacitomas de ratén se han extendido también al caso de los mielomas
humanos. La proliferacion in vitro de ciertos mielomas humanos aumentaba en
presencia de interleucina 6, y se inhibia con anticuerpos anti-interleucina 6.
Ademas se observaba un aumento llamativo en los njveles de interleucina 6 en la
meédula 6sea de pacientes con mieloma maultiple agresivo, y los niveles séricos de
interleucina 6 mostraban una correlaciéon con la actividad de la enfermedad,
medida por la proporcion de células de mieloma en la fase de sintesis del ciclo
celular (Kawano y col.,1988; Klein vy col., 1989; Bataille y col., 1989).

Induccién de la respuesta de la fase aguda

La interleucina 6 acta scbre las células hepaticas como factor estimulante de
los hepatocitos, e induce la formacién de varias proteinas de fase aguda como la
proteina C reactiva, fibrindgeno B, haptoglobina v hemopexina. Ademas, induce la
aparicion de fiebre y la liberacién de la hormona adrenocorticotropina (ACTH).
Como ya se ha dicho, los glucocorticoides aumentan la expresion del receptor de la
interleucina 6 (Gauldie y col., 1987; Kopf y col., 1994).

Hematopoyesis

La interleucina 6 tiene varias acciones sobre la hematopoyesis. Hace que los
progenitores hematopoyéticos pasen de la fase Gg del ciclo celular a la fase Gj, en la
cual pueden responder a otros factores de crecimiento, como la interleucina 3. Por
lo tanto, la interleucina 6 y la interleucina 3 muestran efectos sinérgicos sobre la
formacién de colonias in vitro. La interleucina 6 actia de forma sinérgica con el
GM-CSF y con el M-CSF. También se ha observado que la interleucina 6 induce la
maduracién de los megacariocitos, y produce aumento en el namero de plaquetas
(Ikebuchi vy col., 1987; Ishibashi y col., 1989; Ishibashi y col., 1989; Hoffman,
1989; Akira v col., 1993).
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Misceldnea

Existe una miscelanea de acciones atribuida a la interleucina 6: 1a inducccién
del crecimiento de las células del mesangio y de los queratinocitos; la diferenciacién
y proliferacién de las células neurales; la regulacién de la remodelacion del hueso,
etc (Hirano, 1992; Akira y col., 1993).

3.6. Alteracién en la regulacién de la expresién de la
interleucina 6 y su relacién con procesos patolégicos

Mieloma maualtiple

Kawano y col.,, 1988, demuestran que las células de mieloma maultiple
humano producen interleucina 6 y expresan en su membrana el receptor de dicha
citocina. Ademas, ciertas lineas de mieloma -12 de los 26 pacientes incluidos en su
serie- proliferan in vitro en respuesta a la interleucina 6 exodgena, crecimiento que
se inhibe al afiadir al medio un anticuerpo frente a la interleucina 6. Todos estos
datos, de forma conjunta, indican que la interleucina 6 puede actuar en el mieloma
como un factor de crecimiento autocrino, Estos resultados se confirman en otros
trabajos (Zhang y col.,, 1989), que hacen hincapié en la heterogeneidad de la
respuesta de las lineas de mieloma a Ia IL-6 (Hitzler y col.,1991). Puesto que todas
las células de mieloma parecen expresar el receptor de la [L-6, no queda claro por
qué hay lineas de mieloma que no responden a la citocina. Una explicacidén posible
es que los receptores de la IL-6 estén ocupados por la citocina elaborada de forma
autocrina y no estén disponibles para la IL-6 exdgena. La falta de respuesta parece
desarrollarse en los estadios clinicos avanzados de la enfermedad.

Posteriormente, existen estudios que demuestran que la inyeccidén de un
anticuerpo monoclonal anti-interleucina 6 a varios pacientes con mieloma multiple
en fase terminal bloquea por completo la proliferacion de células de mieloma in
vivo (Klein y col,, 1990; Klein y col., 1991). Ademas, se evidencia que anticuerpos
frente al receptor de la interleucina 6 humana inhiben el crecimiento del mieloma
in viveo (Suzuki vy col,, 1992), La importancia de ]a interleucina 6 en el mieloma
multiple viene dada también por el hecho de encontrar niveles séricos elevados de
esta citocina en la enfermedad avanzada (Bataille y col., 1989; DuVillard y col,,
1995). Por ultimo, el receptor soluble de 1a IL-6 (Rs-IL6) se encuentra elevado en

63



pacientes con mieloma. La molécula del Rs-IL6 puede actuar como agonista del
crecimiento celular en el mieloma y los niveles mas elevados de este receptor se han
asociado a una supervivencia menor (Kyle, 1994),

Recientemente, Ballester y col., 1994, llegan a conclusiones diferentes a las
hasta entonces aceptadas. Observan una asociacion entre niveles elevados de
secrecion de interleucina 6 por parte de las células de mieloma y una carga tumoral
baja, ademas de una fracciéon de proliferacién baja. Proponen, partiendo de sus
hallazgos, que la IL-6 sea considerada como una citocina que induce la
diferenciacion de la célula de esta neoplasia, accién idéntica a la desarrollada en el
linfocito B normal. Por estas razones, estos autores no encuentran sentido a los
programas clinicos emprendidos con el fin de neutralizar Ia accion de 1a IL-6.

Hipergammaglobulinemia

La produccién excesiva de interleucina 6 puede inducir una activacion
policltonal de células B, dando lugar a hipergammaglobulinemia y a produccién de
autoanticuerpos (Hirano, 1992; Hirano, 1992y). Ejemplos de estas situaciones
serian el mixoma cardiaco (Hirano y col.,, 1986; Hirano y col., 1987) v la
enfermedad de Castleman (Yoshizaki v col., 1989; Leger-Ravet y col., 1991; Burger
y col.,, 1994). En ambos casos, el tejido hiperplasico produce interleucina 6, y
cuando se remueve el tejido tumoral se normaliza rapidamente el nivel de
inmunoglobulinas.

Se ha atribuido igualmente un papel a la IL-6 en la
hipergammaglobulinemia, que se observa en el lupus eritematoso sistémico (Kitani
y col., 1992). En esta enfermedad autocinmune, se objetiva secrecién espontanea de
interleucina 6 junto con la expresion constitutiva del receptor de esa citocina en 1os
linfocitos B, sugiriendo una activacion autocrina de los linfocitos B de estos
pacientes por la IL-6. Ademas, la introduccion de un anticuerpo frente al R-IL6 en el
cultivo de células B de esos pacientes, va seguido de una inhibicién potente de la
produccién espontanea de inmunoglobulina policlonal y de los autoanticuerpos
anti-ADN (Nagafuchi y col., 1993).

Otras observaciones sugieren que la expresion anormal de interleucina 6
puede contribuir a la enfermedad autoinmune generalizada, como ocurriria en la
artritis reumatoide; se han detectado niveles altos de interleucina 6 en liquido
sinovial de articulaciones de pacientes con artritis reumatoide (Hirano y col,,
1988), v se ha demostrado la produccién de esa citocina en la membrana sinovial

de estos enfermos (Wood y col., 1992).
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Glomerulonefritis mesangial

Se ha sugerido que la interleucina 6 interviene en el desarrollo de esta
entidad, del mismo modo que se la ha implicado en la induccién del crecimiento de
las células del mesangio (Hirano, 1992). La interleucina 6 es detectada en las
muestras de orina de pacientes con esa patologia renal y no en pacientes con otros
grupos histolégicos de glomerulonefritis; ademas, se observa una correlacién entre
los niveles de IL-6 en la orina y el estadio de la glomerulonefritis mesangial
proliferativa (Hirano, 1992y).

Otras entidades

Existen otras entidades relacionadas con la interleucina 6 segun trabajos
publicados (Akira y col., 1993; Cavaillon, 1993), entre eilas esta la trombocitosis
reactiva (Suzuki y col., 1991; Hollen y col., 1991). Se ha detectado asimismo una
liberacion aumentada del receptor soluble de la interleucina 6 en pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (Honda y col., 1992). Se ha
sugerido una accién autocrina o paracrina de la IL-6 en los adenomas productores
de ACTH y de la hormona de crecimiento {Velkeniers y col., 1994).

3.7. La interleucina 6 en la leucemia linfatica crénica B

Los datos aparecidos en relacién a esta citocina en Ia LLC-B son

contradictorios, como se detalla a continuacion.

3.7.a. Expresion constitutiva del gen de la IL-6

La expresiéon del ARNm de la IL-6 en las células leucémicas oscila, segun las
series, entre el 0-5% (Freeman y col., 1989; Burke y col., 1993} y el 100% (Rambaldi
y col,, 1993). Biondi y col., 1989, y Plate y col., 1993}, la encuentran en e] 54% de

los pacientes estudiados.
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3.7.b. Acci6én de la IL-6 sobre la proliferacién y
diferenciacién celular en la LLC-B

La IL-6 inhibe la proliferacion de los linfocitos B de la LLC-B inducida por el
TNFa (Aderka v col,, 1993); la inhibicién es maxima con 400 pg/ml de [L-6 (Van
Kooten y col., 1993p). Este efecto es revertido con el empleo, en el cultivo, de
anticuerpos monoclonales neutralizantes de la IL-6 (Aderka y col.,, 1993). Se ha
sugerido que la IL-6, por su efecto antagonista de la accidon del TNFa, que conlleva la
inhibicién del crecimiento de las células de la LLC-B, podria ser empleada como
agente antitumoral en el tratamiento de esta neoplasia de células B (Aderka y col,,
1993). Nilsson y col., 1992, encuentran que los anticuerpos frente a la 1L-6, o al
receptor de la IL-6, no modifican la proliferacién de la célula leucémica inducida
por activadores policlonales.

Otros autores observan que la IL-6 no realiza ninguna accion, positiva o
negativa, sobre el crecimiento celular en la LLC-B (Caligaris-Cappio v col,, 1989;
Carlsson y col., 1989; Digel v col.,, 1991; Van Kooten y col., 1992; Jewell y col.,
1993). La IL-6 no aumenta la expresion del ARNm del antigeno de activaciéon CD23
en los linfocitos B de la LLC-B (Fournier y col., 1992).

La IL-6 no afecta directamente al crecimiento de la LCP, otra neoplasia
hematolégica de células B, pero si media en la sintesis de ADN inducida por el TNFa
a través de un mecanismo intracitoplasmatico (Barut y col., 1993).

La IL-6 no actia en la induccidon de ia diferenciacién de los linfocitos B
leucémicos al no estimular la produccion de inmunoglobulinas (Caligaris-Cappio y
col., 1989; Carlsson y col., 1989; Fluckiger y col.,, 1992; Nilsson y col,, 1992; Aderka
y col,, 1993; Van Kooten y col., 1993p).

3.7.c. Expresién de los receptores de la IL-6 en la
membrana de los linfocitos de la LLC-B y deteccién del receptor
soluble de la IL-6

Mientras que unos autores no encuentran el receptor de la IL-6 en la
superficie de membrana de las células leucémicas mediante el empleo de
anticuerpos especificos {(Nilsson y col., 1992; Aguilar-Santelises y col., 1993), otros
objetivan la expresién del receptor de la citocina, aunque a un nivel leve (Lavabre-
Bertrand y col., 1992). Plate y col., 1993p, demuestran la expresién del ARNm del

receptor de la [L-6 en los siete pacientes con LLC-B en los que realizan el estudio.
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Se ha detectado en el suero de pacientes con LLC-B el receptor soluble de la
IL-6 {Aderka y col., 1993).

3.7.d. Presencia de la IL-6 en el suero de los pacientes
y produccién de la citocina por las células de la LLC-B en
cultivo

Los niveles séricos de I1-6 son mas elevados en pacientes con estados
hipergammaglobulinémicos benignos, que en pacientes con neoplasias de células B,
incluyendo la LLC-B y el mieloma multiple. Los resultados, sin embargo, no permiten
separar con nitidez personas sanas de enfermos con LLC-B {Petterson y col., 1992).
Otros grupos de trabajo llegan a conclusiones similares, pues no encuentran niveles
elevados de IL-6 en el suero de pacientes con LLC-B (Carrién y col., 1995), excepto
en los enfermos en estadio O de la clasificacion de Rai (Aguilar-Santelises y col.,
1992; Aguilar-Santelises y col., 1993). Sin embargo, Burke y col., 1993, detectan IL-
6 en el suero de pacientes con LLC-B, cuyo nivel esta elevado de forma significativa
en relacidon a personas sanas, aungue de forma no uniforme.

Por 1o que se refiere a la produccion de IL-6, los resultados son dispares:
mientras que hay autores que no la detectan en los sobrenadantes de células de
pacientes con LLC-B (Uggla y col,, 1987; Burger y col.,, 1994}, otros grupos si
identifican 1a citocina tras 48 y 72 horas de culiivo, bien en ausencia de todo tipo
de mitdgeno (Biondi y col., 1989; Burke y col., 1993; Reittie y Hoffbrand, 1994;
Carrion y col., 1995), o tras la estimulacion con ligandos de inmunoglobulinas
(Carrién y col., 1995).

Entre estos dos extremos se encuentran los resultados de otros
investigadores, que demuestran que la produccion de IL-6 por las células
mononucleadas -en concreto los monocitos- de LLC-B, estimuladas con
lipopolisacarido, esta disminuida (Dahlke y col., 1995). Dicho resultado esta de
acuerdo con su hipdtesis, segan 1a cual, la no diferenciacién del linfocito B de 1a LLC-
B a célula plasmatica productora de inmunoglobulinas seria debido a la deficiencia
de produccion de la interleucina 6 (Stryckmans y col.,, 1988). Esta produccion
disminuida de IL-6 por parte de los linfocitos tumorales y de los monocitos de esos
mismos pacientes es menor cuanto mas avanzado es el estadio de la enfermedad
(Aderka y col., 1993). Aguilar-Santelises y col,, 1993, observan que la IL-6 se
produce en mayores concentraciones en pacientes con estadio 0 de la clasificacion
de Rai.

Por el contrario, Lahat y col.,, 1991, observan que existe una asociacion entre
la LLC-B, la enfermedad autoinmune y la secrecién espontanea in vitro de
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interleucina 6, pues las células B de los pacientes con LLC-B con manifestaciones
autoinmunes secretan de forma espontdnea grandes cantidades de esta citocina.
Las células de los pacientes con LLC-B sin fenémenos de autoinmunidad también
secretaban interleucina 6 pero en menor cantidad.

3.7.e. Accion de la IL-6 sobre la apoptosis en la LLC-B

La IL-6 no protege de la apoptosis a l1as células de esta neoplasia hematologica
(Dancescu y col., 1992; Buschle y col., 1993; Kobayashi y col., 1993; Rojas y col,,
1994),

3.8. Conclusién

Tras el descubrimiento de la interleucina 6 como factor que estimula la
diferenciacién del linfocito B, y el crecimiento del hibridoma/plasmacitoma, se ha
observado también su enorme importancia en la regulacién de la respuesta de fase
aguda, y en la activacién de los linfocitos T. Ademas, dentro de su espectro de
accion se incluyen las esferas hematolégicas y neurologicas. Los mualtiples efectos de
la interleucina 6, contribuyen a una respuesta coordinada del cuerpo a la agresion,
de forma que, tras la liberacién de interleucina 6 del tejido dafiado ¢ infectado, las
células T y los precursores hematopoyéticos se hacen respondedores a sus
respectivos factores de crecimiento v de diferenciacion; se libera ACTH de la
hipéfisis y se inicia la sintesis de proteinas de fase aguda en el higado,
estimulandose la producciéon de anticuerpos. Si tenemos en cuenta que toda
agresion o infeccién es seguida de una induccion masiva y precoz de interleucina 6,
y que practicamente toda célula es capaz de segregar interleucina 6, parece claro
que esta citocina constituye un indicador de agresion tisular. Muchas de las
acciones que se atribuian previamente a la interleucina 6, se sabe ahora que son

producto de 1a asociacion entre la interleucina 6 y la interleucina 1.
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4. CONCEPTOS BASICOS SOBRE CITOMETRIA DE FLUJO

4.1. Introduccién a la citometria de flujo

La citometria de flujo {c. f.) puede ser definida de forma amplia como un
sistema para medir y analizar las sefiales luminosas producidas por la dispersion
de un haz de luz al atravesar unas particulas inmersas en un fluido. Para que las
seflales sean resolutivas, las particulas han de ir separadas en el fluido. Esto se
consigue mediante el enfoque hidrodinamico, que consiste en el alineamiento de
las particulas disueltas en el fluido por accién de otro fluido gque envuelve al
primero. Al penetrar los dos fluidos en una camara con forma de embudo, se
produce un brusco aumento de la velocidad de los mismos, con la consiguiente
separacion fisica de las particulas, que cruzan individualizadas el haz de luz.

Los elementos mas comunes en todo citémetro de flujo son: a) una fuente de
luz. El laser es el generador de luz mas frecuentemente utilizado; b) un banco 6ptico
para enfocar y dirigir esa luz; ¢) fluidos y controles para dirigir y regular el flujo del
liquido que contiene las particulas, a través del haz de luz; d) un dispositivo
electronico para medir la intensidad de las sefiales de luz y grabarlas; vy e) un
sistema computarizado que analice estas sefiales de luz al relacionarlas unas con
otras.

El punto en el que el haz de luz y el fluido, conteniendo las particulas objeto
del estudio, interseccionan se denomina punto de observaciéon., Alrededor del
mismo existen lentes que captan luz cuando emerge de su interseccién con el
fluido. Esta luz emergente constituye 1a sefial, que es enfocada en fotodetectores, los
cuales convierten la sefial luminosa en pulsos eléctricos, cuya altura es directamente
proporcional a la sefial luminosa producida por la particula. Cada fotodetector tiene
en frente de él un filtro de luz de un color especifico, cuya funcidén es asegurar que
cada fotodetector sélo "vea" la luz del color transmitida a través de su filtro. El
citémetro transforma el pulso eléctrico en sefial digital y la envia al computador.
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4.2. Parametros: "side scatter" y "forward scatter"

La particula que atraviesa el haz de laser produce una dispersion de luz
caracteristica, segun sus propiedades. El citémetro recoge la luz dispersada en dos
direcciones: frontalmente (en la misma direccién del haz de luz) y
perpendicularmente a éste.

En frente de cada uno de los detectores hay colocado un filtro del mismo color
que la luz que ilumina -habitualmente azul-, que registrara la senal de luz (azul)
que es desviada hacia un lado desde la superficie de una particula. Cuanto mas
irregular o granular sea la particula, mas desviard ese haz que ilumina hacia el
lado. La intensidad de la asi llamada "side scatter light" {SSC) -definida como luz,
del mismo color que el haz que ilumina, que es desviada por una particula a un
angulo de 90° del haz que ilumina-, esta relacionada, por lo tanto, con la textura de
las particulas que fluyen en el camino de la luz. Se ha denominado también sefial
de granularidad u "orthogonal light scatter signal". Las células sanguineas de la
serie granulocitica, con sus niacleos irregulares, tienen un SSC mucho mas intenso
que los linfocitos y eritrocitos.

El resto de tubos fotomultiplicadores que se encuentran en angulo recto al del
haz de luz estan generalmente con un filtro verde, naranja y rojo, dependiendo de
los detectores que estén presentes en un aparato en particular. Si el haz de luz es
azul, entonces no hay forma de que luz roja, naranja o verde emerja del punto de
analisis, a menos que una particula en el fluido esté generando ella misma esa luz
roja, naranja o verde. Una particula emite luz porque contiene compuestos con
fluorescencia endogena, o porque se ha unido a un fluorocromo.

La sefial "forward scatter” o "forward angle light scatter" se define como luz
del mismo color que el haz que ilumina, que es desviada en un angulo pequefio de
la direccién del haz original. Se denomina sefial de volumen, pues se relaciona con
el tamario, aunque también con otros factores, como el indice de refraccién de las
particulas. Por ejemplo, las células muertas aparecen mayores que las células vivas
del mismo tipo, cuando se observan por el microscopio éptico; sin embargo, las
primeras aparecen mas pequenas que las células vivas con c. f,, aunque no lo son
realmente; dan simplemente una sefal "forward scatter" mas débil que las células
vivas porque tienen las membranas rotas y el indice de refraccion de sus
contenidos es, por esta razén, mas parecido al indice de refraccion del fluido que lo
rodea.
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Puesto que los parametros "forward scatter" y "side scatter" diferencian las
células segun su tamarfio y complejidad interna, se usan juntas con frecuencia para
el estudio de poblaciones celulares.

4.3. Conceptos basicos de la electrénica en la
citometria de flujo

Los fotodetectores convierten senales de luz en pulsos eléctricos, la
intensidad de los cuales esta en relacion con la intensidad de la sefal de luz. Los
tubos fotomultiplicadores tienen voltajes aplicados a ellos para que la cascada de
electrones que se origina del impulso de luz criginal se convierta en una corriente
lo suficientemente grande para ser medida.

Al cambiar el voltaje aplicado al fotomultiplicador se aumenta o disminuye la
sensibilidad del tubo. Un segundo método es cambiar la amplificacién de la
corriente eléctrica tras abandonar ésta el fotodetector. Los amplificadores pueden
ser lineales o logaritmicos. Un amplificador logaritmico permite ver sefiales de luz
en un rango amplio de intensidad y un amplificador lineal restringe las medidas
sensibles a sefales en el mismo rango. Los amplificadores logaritmicos se usan para
analizar seniales de fluorescencia de células con marcadores de superficie tefiidos,
porque estas células exhiben con frecuencia un gran rango de intensidad de
fluorescencia. Los amplificadores lineales se usan para analizar el contenido de
ADN de las células porque dicho contenido no varia habitualmente por mas de un
factor 2 -por ejempo, durante la division celular-. Los amplificadores lineales se
usan generalmente para analizar las sefiales de "forward” y "side scatter". Una vez
que la sefial eléctrica de los fotodetectores se ha amplificado, su intensidad se
analiza y el valor se graba por medio de un convertidor analégico digital.

Por lo tanto, hemos iluminado una particula, registrado la luz que emerge de
esa particula en uno u otro fotodetector -dependiendo del color o de la direccion de
la luz emergente-, y convertido la sefial de cada fotodetector a una medida de
intensidad en una escala de 0 a 255 (6 a 1023). Para cada particula que ha fluido a
través del haz que ilumina, tenemos ahora 4, 5 6 mas nimeros, dependiendo del
numero de los fotodetectores presentes, que nos describen esa particula. Esos 4 6 5
nimeros -cada uno en escala de 0 a 255- nos dicen la intensidad de FSC, SCC y de
las fluorescencias rojo, verde y naranja de esa particula, y son la Gnica informacion
de esa particula de la cual dispone el citémetro. Estos son los hechos que pueden ser

correlacionados entre si para un posterior analisis.
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El término canal representa un rango de intensidad de luz especifica; 1a sefial
de una célula es registrada en uno u otro canal, dependiendo de su intensidad.

El término umbral define un obstaculo. S6lo particulas que dan seifales
mayores 0 iguales que ese obstaculo seran registradas en el amplificador de canales
del citdémetro. El uso mas comin de este umbral es en la definicién de un nimero
de canal en "forward scatter": s6lo particulas con una sefial de "forward scatter" mas
brillante que el umbral de canal definido sera contado por el citémetro. Mediante el
uso del umbral de "forward scatter” se evitan problemas que pueden venir de
polvo, restos celulares y ruido electrénico en el sistema.

4.4. El analisis

La "ventana" es un modo de definir las caracteristicas de las particulas -en
términos de FSC, SSC y/0 numero de canales de intensidad de fluorescencia-, que
queremos incluir en nuestro andlisis. Por ejemplo un citometrista define una
ventana de linfocitos en términos de FSC y SSC.

El histograma representa el nimero de particulas en cada canal, es decir,
todas las células estan situadas segun el numero de canal que caracteriza la
intensidad de sus sefiales. Se puede conocer la intensidad mas frecuente (numero
de canal) para el grupo de células (canal moda), también la intensidad media y la
mediana. Los cursores pueden ser usados para definir regiones de intensidad que
puedan ser de interés.

La intensidad de la sefial en cada region se analiza para determinar la
proporcién de particulas que son positivas o negativas con relacién a un criterio.
Las poblaciones con propiedades marcadamente diferentes son faciles de analizar.
Para medir la intensidad de fluorescencia, el canal que representa un limite bajo de
positividad se elige colocando el cursor en este canal (canal umbral). El computador
determina el numero y el porcentaje de células con una intensidad mayor que
(positividad} o menor que (negatividad} la intensidad elegida. En situaciones con
buena discriminacién positiva frente a negativa, los controles negativo e isotipo se
usan para determinar el nimero de canal donde poner el cursor. Generalmente, no
mas del 2% de poblacién negativa deberia contarse como positiva.

En algunas situaciones, poblaciones celulares positivas se entrecruzan en el
area negativa del histograma lo que se denomina discriminacién positividad-
negatividad pobre. En tales casos, la simple posicién del cursor no puede ser usada
y el andlisis de los datos llega a ser mas dificil. Esta pobre discriminacién es, con
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frecuencia, un problema con poblaciones celulares que tienen expresion reducida
de antigenos o cuando hay un alto nivel de autofluorescencia o unién inespecifica
excesiva del anticuerpo por la poblacién celular. Por lo general, esta pobre
discriminacioén es un problema mucho mayor con los métodos indirectos de
fluorescencia que con los directos. En estas circunstancias es preciso aplicar una
correcciéon matematica a los datos para determinar la proporcion relativa de células
positivas y negativas, aun incluso cuando un cierto grado de error siempre se
introduce con esta correccidon. Esta consiste generalmente en la sustraccion de un
histograma "fondo" (control) de aquel que es el histograma "test" ("background
substraction") sobre una base canal por canal. Por lo tanto, si estamos ante un
cambio en la intensidad de fluorescencia de una poblacion uniforme de células es
mejor usar caracteristicas de moda, mediana o media de esa poblacién. El uso de un
valor de porcentaje positive conduce a error si estamos ante una poblacién de
células fluorescentes, uniforme pero "poco brillante".

El valor moda -nuiimero de canal que describe el grupo de células mas comun-
puede variar erraticamente y ser reproducible pobremente si la distribucién de la
poblacién es ancha. El valor media serd incorrecto si un ntmero significativo de
células estan en los canales mas altos 0 mas bajos del histograma. El valor mediana
de la poblacidén es mas reproducible, pero sélo es aplicable si todas las células de
una poblacidén van a ser analizadas.

Si queremos ir mas adelante y correlacionar un parametro con otro existen
los "dot-plot" o "bit-map". Cada particula se coloca en el "plot" segtin su canal de
intensidad para cada unc de los dos parametros seleccionados. Los cursores vuelven
a dividir los canales de intensidad de luz en dreas de interés. Los cuadrantes
definiran las intensidades de tinciéon que consideramos representarian particulas
verdes, rojas, dobles positivas (tanto verdes como rojas) y doble negativas (no
tefiidas). Las correlaciones entre dos parametros constituyen el procedimiento
habitual para el analisis de la mayor parte de los datos del citémetro.

4.5. La fluorescencia

La fluorescencia es una manifestacion de la interaccion entre materia y luz a
un njvel molecular. Es una propiedad de ciertos compuestos quimicos naturales y
sintéticos, llamados fluorocromos.

Algunos fluorocromos se unen directa y especificamente a ciertos
componentes celulares, como ADN, ARN y proteinas. En otros casos, como ocurre en
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el andlisis de la mayoria de los antigenos de superficie e intracelulares, se usan
diversas técnicas inmunofluorescentes e histoquimicas para unir el fluorocromo a
la particula.

Cuando se usan fluorocromos, 1a longitud de onda del laser debe ser tal, que
éste se excite para emitir luz. Bajo estas circunstancias la seiial fluorescente es
proporcional a la cantidad de fluorocromo unido, que refleja la cantidad de
sustancia presente. A su vez, la morfologia del pulso viene influenciado por la
distribucion del fluorocromo en la particula.

Estan disponibles anticuerpos monoclonales especificos unidos a
fluorocromos para muchas moléculas diana -antigenos de superficie linfocitarios
especificos, marcadores tumorales, etc-, y se pueden detectar incluso 2x103
moléculas fluoresceinadas por célula.

4.6. Aplicaciones de la citometria de flujo

4.6.a Analisis fenotipico de las subpoblaciones
celulares

Andlisis de los marcadores superficiales celulares

La identificacion y cuantificacion de antigenos celulares mediante el uso de
anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos (inmunofenotipo) es una de las
aplicaciones mas importantes del citémetro de flujo. Clinicamente el analisis de los
marcadores de la superficie celular ha sido 1til en la deteccidén de células anormales
y en el analisis de células normales que varian en enfermedades diferentes. El
citometro de flujo ha sido de gran valor en la basqueda de antigenos tumorales y de
diferenciacién especificos, puesto que puede cuantificar la unidn del anticuerpo a
células individuales.

La disponibilidad de anticuerpos monoclonales ha suministrado a los
citometristas una larga serie de anticuerpos especificos para el andlisis de los
antigenos proteicos de la superficie de 1a membrana del linfocito. Estos antigenos
de membrana definen funcién, linea, estado de diferenciacién celular o estructura
de la membrana celular. El anticuerpo formara una fuerte unién con el antigeno
correspondiente que sera visualizada por el fotodetector mediante la adicion de
una sustancia fluorescente. El anilisis de las subpoblaciones celulares por c. f. se
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puede acometer mediante dos métodos diferentes, como a continuacion se detalla, y
segun el anticuerpo monoclonal utilizado esté o no conjugado con un fluorocromo.

Técnicas de marcaje

| Técnica di .

Con la tincidn directa se incuban las ¢élulas con un anticuerpo monoclonal
que ha sido previamente conjugado con un fluorocromo. Este procedimiento es
rapido y directo. Conlleva una sola incubacion, seguida de varios lavados para
eliminar los anticuerpos unidos de forma no especifica y débiles. Esta técnica se usa
cuando se puede obtener grandes cantidades del anticuerpo monoclonal y se le
puede adherir facilmente un fluorocromo. La unidén no especifica no es un
problema para los anticuerpos monoespecificos. Sin embargo, la técnica se puede
ver limitada si hay autofluorescencia, por la muy baja densidad de ciertos
marcadores de superficie, y porque no hay anticuerpos monoclonales, unidos a
fluorocromos disponibles para toda sustancia de interés biologico.

Este segundo método incluye la incubacién de celulas con un anticuerpo
monoclonal no conjugado con fluorocromo, un lavado para eliminar moléculas
unidas de forma inespecifica, y una segunda incubacién con un anticuerpo
fluorescente -el asi llamado segundo estrato-, que reaccionara con la clase general
del anticuerpo monoclonal usado en el primer estrato. Por ejemplo, si el primer
anticuerpo monoclonal se ha obtenido de una linea de hibridoma de ratén, tendra
las caracteristicas generales de una inmunoglobulina murina; el anticuerpo del
segundo estrato puede ser un anticuerpo fluoresceinado (conjugado con
fluoresceina (FITC)} que reaccionara con una inmunoglobulina murina. El
anticuerpo primero murino y el anticuerpo de cabra antimurino unido a FITC, son
ampliamente usados en la c. {.

La ventajas de esta técnica en dos estratos son las siguientes:

- Los anticuerpos monoclonales (estrato primero) son mucho mas baratos si
no estan conjugados.

- Un reactivo dado de segundo estrato puede ser usado para visualizar
cualquier anticuerpo monoclonal de una clase dada -cualquier inmunoglobulina de
raton en el ejemplo-.

- Cada paso del procedimiento de tincidén resulta en amplificacidn de la

intensidad de fluorescencia de la reaccién de tincién.
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Las desventajas de la técnica indirecta es que emplea mas tiempo y supone
un segundo paso que duplica la oportunidad para que se produzcan uniones
inespecificas. La tincién indirecta limita también la posibilidad de una tincién
simultanea con dos o tres fluorocromos.

Los controles

Previo al analisis de las poblaciones celulares se debe estudiar la
fluorescencia de fondo y las uniones inespecificas del anticuerpo monoclonal usado,
que pueden artefactar el estudio.

| Analisis de Ia f] ia de fondo ( f i)

Toda particula no tefiida emite alguna fluorescencia y, por tanto, emitira algo
de luz, que atravesara los filtros situados delante de los fotodetectores del
citbmetro. La autofluorescencia de las células, que procede de constituyentes
intracelulares es lo suficientemente brillante para ser detectada vy, puede en
algunas células ser tan brillante como para limitar nuestra capacidad de detectar
tincién positiva por encima de este fondo brillante. Por ello, hay que analizar esta
fluorescencia de fondo, previo al estudio de una poblacién celular.

D) C | isotipo:

La tinciéon de células para el andlisis depende de la especificidad antigeno-
anticuerpo. Aunque la especificidad entre el punto de unidn del anticuerpo y el
correspondiente epitopo en el antigeno es exquisito, pueden producirse uniones
inespecificas del anticuerpo a través de su fragmento Fc, a los receptores Fc que
existen en la superficie de muchos tipos de células, sobre todo monocitos.

Para analizar las uniones inespecificas mencionadas antes se debe hacer un
control siempre con un anticuerpo de las mismas propiedades que el anticuerpo
monoclonal usado en el experimento, pero c¢on una especificidad irrelevante:

control isotipo.

Un tercer problema es el entrecruzamiento de espectros por lo gque se

requiere una compensacion correcta del aparato.

Analisis con Gnico, doble y maultiple color
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El analisis inmunofenotipico de un color {(un tnico anticuerpo} se realiza
mediante la tincién de multiples partes alicuctas de la misma muestra con reactivos
de fluoresceina especificos para los antigenos celulares de interés. Es un analisis
largo en el tiempo y no se puede obtener informacion sobre la interrelacién entre
los antigenos.

El analisis con doble color es la técnica habitual. Cada célula se marca con dos
anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos diferentes. Si ambos fluorocromos
se excitan por la luz de una longitud de onda comun pero muestran diferente
espectro de emision, se puede emplear un laser Gnico. La combinacién que mas se
emplea es fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE). El analisis con dos colores es
rapido, coste-efectivo, permite el analisis de muchas suspensiones con un nimero
limitado de células, y da informacién esencial para la delineacién de poblaciones
celulares de linea mixta. Ademas, la aplicacion de marcadores funcionales -como
por ejemplo, antigenos de activacién- a poblaciones celulares especificas es posible
con el analisis de doble color.

El uso simultaneo de tres o mas anticuerpos monoclonales en el mismo
sistema de ensayo es util cuando se analizan poblaciones celulares complejas. A
este respecto, técnicas para el analisis con tres colores utilizan anticuerpos
monoclonales unidos con FITC y PE, en conjuncién con un tercer anticuerpo
monoclonal unido, a su vez, con Rojo Texas, R-ficocianina, aloficocianina u otra
particula fluorescente. Para una mayor sensibilidad v evitar el sobrecruzamiento de
espectros, el tercer compuesto fluorescente deberia de ser excitado por un segundo

laser.

Consideraciones practicas en la tincién con
inmunofluorescencia

El analisis con éxito del citdmetro de flujo comienza con una recogida correcta
de la muestra y el transporte rapido al laboratorio. Se necesitan aproximadamente
1x10€ células/ml -100.000 células en total- para cada anticuerpo monoclonal (o
mezcla de anticuerpos) usado en el analisis o para la determinacién del contenido
de ADN. Puesto que la autolisis celular y la pérdida de marcadores de superficie
ocurre rapidamente tras la recoleccion de la muestra, se precisa un analisis rapido
o preservarla para posteriores analisis. En general, la viabilidad celular y la
expresidén antigénica se mantiene durante 24 horas en sangre periférica en un
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tubo de extraccién que contenga heparina, acido etilenodiaminotetraacético o acido
citrato dextrosa.

La expresiéon de antigenos de superficie y la unién de los anticuerpos a
dichos antigenos se altera por la muerte celular. Las células muertas se unen a los
anticuerpos de forma no especifica en el citoplasma, disminuyen el titulo del
anticuerpo y disminuyen falsamente la intensidad de fluorescencia de las
poblaciones celulares viables positivas. Ademas, células no viables recubiertas por
anticuerpos pueden ser malinterpretadas como células positivas reales. Finalmente,
la muerte celular puede ser selectiva para ciertas poblaciones celulares y pueden
alterar falsamente el patrén de la expresién de antigenos. Para el analisis
inmunofenotipico, una suspensién celular deberia tener menos de un 20% de
células contaminantes.

La viabilidad celular se determina con azul tripan, eosina, icduro de
propidio (IP), bromuro de etidio (BE) u otros colorantes vitales, polares, altamente
cargados, que penetran las células muertas pero no penetran la membrana intacta
de la célula viva. Los dos primeros son compuestos no fluorescentes y se usa el
microscopic 6ptico para ver la viabilidad celular cuando se emplean.

Las sustancias fluorescentes -IP, BE, diacetato de fluoresceina (FD)- dan una
alternativa mas exacta que los colorantes vitales. Los dos primeros son compuestos
altamente polares, emiten luz en la regién roja del espectro, y s6lo pueden entrar en
células con membranas celulares dafiadas. El IP se prefiere para determinaciones de
la viabilidad celular porque esta mas altamente cargado que el BE y es mas
facilmente excluido de las células con membranas intactas. En la variante mas
reciente de la técnica, se mide fluorescencia de doble color por c. f., usando FD
junto a IP o BE. El FD es un compuesto no polar, no fluorescente que atraviesa
facilmente la membrana celular pero que es rapidamente convertido a una
sustancia polar, altamente fluorescente (fluoresceina), mediante hidrdlisis por
esterasas en las células viables. La fluoresceina queda atrapada en el interior de las
células, lo que da lugar a emisién de fluorescencia verde. En la practica, la
suspensién celular se tifie con soluciones de FD e IP y la proporcion de células con
fluorescencia verde alta y fluorescencia roja baja (las células viables) y/o las células
con fluorescencia verde baja y roja alta (células muertas) se determina por c. f.

El anticuerpo monoclonal debe estar presente en cantidades adecuadas para
la saturacion completa de marcadores de la superficie celular. Si hay un exceso de
células presentes durante la tincién, quedan entonces lugares de unién al
anticuerpo libres {(por exceso de antigeno) y, por lo tanto, se realiza una estimacion
falsamente negativa de la proporcién de la poblacion celular. Aunque una
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concentracion celular baja no interfiere con la tincidén, se precisa un namero
adecuado (5.000 a 10.000 células por tubo) para un analisis por c. f.
estadisticamente valido. Al realizar la técnica se deben tener en cuenta los
volumenes de la muestra y reactivos, la temperatura y el tiempo de la incubacién.
En los reactivos comerciales, el fabricante recomienda un procedimiento para
conseguir una separacion maxima entre poblaciones celulares positivas y negativas,
y la maxima intensidad de fluorescencia de las poblaciones positivas. Sin embargo,
cada laboratorio debe verificar que las recomendaciones del fabricante son

optimas.

)] leccion del . lonal:

La seleccién del anticuerpo monoclonal para la tincién de
inmunofiuorescencia es compleja debido al gran niimero de preparaciones
disponibles. En la practica, es una cuestién de experiencia y familiaridad y cada
laboratorio debe documentar la reactividad de cada anticuerpo usado. Incluso
anticuerpos monoclonales que parecen tener la misma especificidad pueden dar
lugar a resultados diferentes, dependiendo del isotipo, el flucrocromo usado y otros
factores (Kootte y col., 1988).

De forma reciente se ha conseguido la deteccidén simultdnea de dos
subgrupos de leucocitos para cada croméfore usado y, hasta cinco subtipos celulares
en la misma parte alicuota, usando fluorescencia en dos colores v un laser. Esto
permitie la cuantificacidén simultanea de células T helper, T supresoras, linfocitos B,

monocitos y células NK (Horan y col., 1986).

1) Técqi ie tincic ibles;

La deteccidén y cuantificacion de moléculas que estan expresadas en nurmnero
bajo en la superficie celular ha sido dificil de llevar a cabo. Con técnicas de rutina el
limite de deteccién mediante ¢. f. de moléculas marcadas con FITC es
aproximadamente de 3.000 por célula. Ademas, se debe considerar la
autofluorescencia, que puede ser equivalente a mas de 30.000 moléculas de
fluoresceina por céiula (Corsetti v col.,1988). Practicamente, esto permite la
deteccidn de la expresion del CD2 (alrededor de 40.000 moléculas por célula) y de
CD25 en células T activadas (mas de 30.000 moléculas por célula) pero no de
receptores de linfocinas y de factores de crecimiento (menos de 500 moléculas por
célula) o de CD25 en las células no activadas (también menos de 500 moléculas por
célula).

Existen actualmente técnicas de tincién altamente sensibles para la deteccion
de moléculas que se expresan en bajo ntmero sobre la superficie celular. Una
reciente permite la deteccién reproducible de menos de 100 moléculas de
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anticuerpo unido a moléculas por célula, Es una técnica de inmunofluorescencia de
tres capas con un anticuerpo monoclonal que reacciona con una inmunoglobulina
biotinilada v ficoeritrina-estreptavidina (Zola y col., 1990).

4.6.b. Separacién celular ("sorter")

Algunos citometros de flujo presentan la capacidad de separar fisicamente
las células, en funcién de caracteristicas (difraccion de la luz, presencia de
fluorocromos, etc) que se hacen servir para su analisis. Estos aparatos,
denominados "sorters" o separadores celulares, permiten obtener poblaciones
determinadas y realizar estudios funcionales con ellas. Las posibilidades de
separacion que brinda la c. f. son muy importantes, especialmente cuando se trata
de poblaciones muy minoritarias que se caractericen por mas de un marcador
simultaneo,

4.6.c. El ciclo celular

La ¢. f. es también aplicable al analisis del ciclo celular, ya que puede
cuantificar el namero de células en las distintas fases del ciclo celular.

Las células reproductoras no fecundadas contienen ADN en un Gnico lote de
Cromosomas no emparejados; son células haploides (N). Las células no reproductoras
del mismo organismo son diploides (2N} y contienen un lote de cromosomas
emparejados y dos veces la cantidad de ADN de las células haploides. Las células
que no se estan dividiendo, como les ocurre a las células mononucleadas de sangre
periférica, son diploides normalmente, estan en la fase Gp y no estan proliferando.
Las células que estan proliferando -como ocurre con las células epiteliales-,
contienen cantidades diferentes de ADN, variando de diploide (fase Gp/G1) a
tetraploide {4N), justo antes de 1a divisidén celular.

El ciclo celular comienza con la fase Gi. Las células de esta fase tienen el
contenido de ADN diploide y son indistinguibles de las células en la fase Gq, pero
estan preparandose para sintetizar ADN, Cuando las células en la fase Gj entran en
la fase S, comienzan a duplicar su ADN y a crear otro lote de cromosomas
emparejados. Cuando las células terminan este proceso de duplicacién, entran en la
fase G2, donde se preparan para dividirse. Estas células han aumentado la cantidad

de ADN de diploide a tetraploide. Las células entran pronto en la fase M,

81



dividiéndose en dos células hijas, cada una de las cuales contiene el nimero 2N de
cromosomas y una cantidad diploide de ADN.

Para el estudio del ciclo celular mediante citometria de flujo se emplea el IP,
sustancia naranja-rojo que se une a los acidos nucleicos de doble cadena. Si se usan
procedimientos de tincién con 1P recomendados, que incluyen enzimas para
destruir el ARN de doble cadena, el detector FL-2 del citbmetro es una medida de la
cantidad de IP unido al ADN. La cantidad de fluorescencia es proporcional al
contenido de ADN de la célula.
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO



FUNDAMENTO DE ESTE TRABAJO

El fundamento de este trabajo de investigacion se ha basado en los siguientes
conceptos:

1. La transformacion maligna, que lleva a un crecimiento celular no restringido,
puede ocurrir cuando una céiula adquiere la capacidad de producir y
responder a factores endégenos a través de receptores celulares de
membrana o intracitoplasmaticos. Este proceso se ha denominado
estimulacion autocrina (Sporn y Roberts, 1985). El conocimiento de los
mecanismos de estimulacidn autocrina tiene importancia, por la posibilidad
de identificar un punto de intervencion terapéutica. En algunos casos,
anticuerpos frente a factores de crecimiento impiden, casi por completo, el
crecimiento de las c¢élulas estimuladas de forma autocrina, aunque en muchas
ocasiones, esta inhibicidon es parcial o nula. Se ha demostrado que los factores
de crecimiento y sus receptores pueden interactuar también en un
compartimento intracelular para dar lugar a una respuesta proliferativa. En
esa localizacién, la interaccién entre el factor de crecimiento y su receptor no
seria accesible a la accion de las moléculas de anticuerpo empleadas (Lang y
Burgess, 1990). Del mismo modo gue se describe el proceso de estimulacion
autocrina, existe igualmente un mecanismo de inhibiciéon autocrina, similar
al descrito pero con accién supresora del crecimiento celular (Sporn y Roberts,
1985).

2. Tanto el mieloma multiple como la leucemia linfatica crénica B son neoplasias
clonales de 1a célula B, con caracteristicas paralelas y divergentes. Aunque en
las dos enfermedades esta afectada la célula B, el fenotipo de la célula tumoral
varia considerablemente, Las alteraciones citogenéticas y protooncogenes
asociados con ambas neoplasias son diferentes (Barlogie & Gale, 1992),
Ambas entidades aparecen en personas de edad avanzada y, en ocasiones,
siguen un curso indolente. Estos hechos hacen suponer que los avances en el
conocimiento de los factores que intervienen en la patogenia del mieloma
multiple ayudarian a aclarar aspectos patogénicos de la LLC-B y viceversa.



3. Se ha demostrado que la interleucina 6 puede actuar en el mieloma multiple
como un factor de crecimiento autocrine (Kawano y col., 1988). Asi, las
celulas de mieloma multiple humano producen interleucina 6 y expresan en
su membrana el receptor de dicha citocina. Ademas, ciertas lineas de
mieloma proliferan in vitro en respuesta a la interleucina 6 exdgena,
crecimiento que se inhibe al afiadir al medio un anticuerpo frente a Ia
interleucina 6 (Kawano y col., 1988).

Este proyecto trata de estudiar el papel de la interleucina 6 en la LLC-B,
analizando si esta citocina se comporta de modo parecido o no a como lo hace en el
mieloma maltiple. Es decir, si la interleucina 6 es 0 no un factor autocrino en el
desarrollo de la LLC-B.

OBJETIVOS

Los objetivos que se han planteado a la hora de realizar este trabajo de

investigacion son los siguientes:

1. Realizar un estudio fenotipico detallado de la LLC-B, analizando la expresion
del receptor de la interleucina 6 en la superficie de membrana de las células

B leucémicas.

2. Estudiar el efecto de la interleucina 6 humana recombinante sobre la
proliferacién de los linfocitos B de 1a L1C-B y si este efecto revierte al emplear
un anticuerpo monoclonal especifico frente a esa citocina. Asimismo, analizar
la accion de otros mitégenos (éster del forbol, fitohemaglutinina, interleucina

2) sobre la proliferacion de dichas células.

3. Determinar la produccién de la interleucina 6 y del receptor soluble de esta
citocina por parte de los linfocitos B de la LLC-B, tanto de forma espontanea

como tras el estimulo con un éster del forbol.

4. Estudiar el efecto de la interleucina 6 humana recombinante sobre la
diferenciacién de las células B de 1a LLC-B.
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5. Determinar si existe relacion entre la produccién de interleucina 6 por parte
de los linfocitos B de la LLC-B y el desarrollo de fenémenos de autoinmunidad.
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS



1. MATERIAL

1.1. Aparatos

- Incubador de agua de 37°C con agitacién continua (Unitronic, Selecta, Espafa).

- Camara de flujo laminar (Telstar S.A, Tarrasa, Espafia).

- Centrifuga refrigerada Sorvall RC-3 (Dupont Instrument, Conn, EEUU).

- Centrifuga de mesa [EC HN-SII {Damon/IEC, MA, EEUU).

- Microcentrifuga Centriphuge 5414S (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

- Estufa de cultivo celular Napro 6100 (Napro, Portland, EEUU).

- Microscopio de fluorescencia Leitz-Dialux 20 EB (Leitz, Wetzlar, Alemania).

- Microscopio invertido de contraste de fase Nikon TMS (Nikon, Japon).

- Congelador de -70°C Forma Biofreezer 8200 {Forma Scientific, Marietta, Ohio,
EEUU).

- Congelador de -20°C Arctis 330 GS (AEG, Alemania).

- Lavador de placas de ELISA de doce canales (Titertek, Flow Lab., Reino Unido).

- Espectrofotometro Titertek Multiskan (Flow Lab., Irvine, Ca, EEUU).

- Colector de cultivos SKATRON AS (Flow Lab., Lierbeyen, Noruega).

- Dispensador de liquido de centelleo (Accupenser, Nichiro, Japdn).

- Contador beta Rackbeta (L KB-Wallac, Finlandia).

- Citometro de flujo Facscan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
José, California, EEUU).

1.2. Productos

- Heparina Leo al 5% (Laboratorios Leo, Madrid, Espaia).

- Suero salino fisioclogico {SSF) Apiroserum Clorurado simple (Cloruro sodico) (Ibys,
Madrid, Espafia).

- Lymphoprep TM, densidad 1077 (Nyegaard Co, Oslo, Noruega).

- Azul Tripan (Fluka, Chemische Fabrik, Buchs, SG).
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- Suero anti-inmunoglobulina de ratén, fluoresceinado (Kallestad, Austin. Tx,
EEUL).

- Anticuerpos monoclonales (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San
José, California, EEUU). Para la identificaciéon y cuantificacién de los antigenos
celulares mediante citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos
monoclionales: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD56, anti-CD19, anti-CD20,
anti-CDS5, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD45, anti-HLA DR, anti-CD25, anti-CD71,
anti-cadena ligera lambda y kappa de las inmunoglobulinas. De ellos, unidos a
fluorocromo verde (fluoresceina) fueron: anti-CD19, anti-CD8, anti-CD35, anti-
CD45, anti-CD25 y anti-A; unidos a fluorocromo rojo (ficoeritrina): anti-CD56,
anti-CD3, anti-CD14, anti-CD19, anti-CD20, anti-CD71, anti-x; y unidos a
fluorocromo naranja (tercer color): anti-CD4, anti-CD19, anti-CD20, anti-HLA DR.
Como control se empled un anticuerpo de las mismas propiedades que el
anticuerpo monoclonal usado en el experimento, pero con una especificidad
irrelevante (control isotipo) y de la misma casa comercial.

- Anticuerpo monoclonal frente al receptor de la interleucina 6 (R&D Systems,
EEUU).

- Anticuerpo monoclonal murino frente al receptor (gp80) de la interleucina 6
humano (Bio-Synthesis Dé&I, s.a.).

- Interteucina 6 humana recombinante (Promega).

- Interleucina 6 humana conjugada con ficoeritrina (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, EEUU).

- Inteleucina 2 recombinante (Hoffman-La Roche IAC., Nutley, EEUU).

- Fitohemaglutinina M (PHA) (Difco, Detroit, Michigan, EEUU).

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate (PDB) (Sigma, Mo, EEUU).

- Medio RPMI 1640 with 25 mM Hepes Buffer, with L-Glutamine {BioWhittaker.
Walkersville, Maryland 21793, EEUU),

- L Glutamina (Flow Lab, Irvine, Ca, EEUU).

- Hepes 1M (Flow lab, Irvine, Ca, EEUU}.

- Mezcla antibidtica compuesta por: cloxacilina 500 mg, ampicilina 500 mg,
gentamicina 80 mg para 50 cc.

- Suero bovino fetal (Gibco, Grand Island, NY, EEUU).

- Timidina tritiada, actividad especifica 1 mCi/ml (Radiochemichal Center,
Amersham, Reino Unido).

- Solucion de centelleo Normascint (Scharlan, Ferosa, Espafia).

- Anticuerpos especificos frente a la cadena «, v, u de la IgG humana, desarrollada
en cabra (Sigma Chemical Co, St. Louis, EEUU).



- Anticuerpos especificos, desarrollados en cabra, frente a la IgA, IgG, IgM
humanas ¥ conjugado con peroxidasa -Sigma Horseradish Peroxidase, Type VI-
{Sigma Chemical Co, St. Louis, EEUU).

- Capsulas de Buffer Carbonato-Bicarbonato (Sigma Chemical Co, St. Louis, EEUU).

- Capsulas de Buffer Fosfato-Citrato con Perborato sédico (Sigma Chemical Co, St
Louis, EEUU).

- O-Phenylenediamine (OPD) Dihydrochloride (Sigma Chemical Co, St. Louis, EEUU).

- Tween 20 {Merck, art. 822184).

- Inmunoensayo para la determinacién cuantitativa de las concentraciones de
interleucina 6 humana en suero y sobrenadantes (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, EEUU}.

- Inmunoensayo para la determinacion cuantitativa de las concentraciones del
receptor soluble de la interleucina 6 humana en suero y sobrenadantes (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, EEUU).

- Medio completo: se utilizé RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM y la
mezcla antibidtica antes sefialada al 1%.

- Medio de cultivo: se utilizé Medio completo, al que se afiadié suero bovino fetal al
10%.

- Disolucién salina fosfatada (PBS). Por cada litro de agua destilada se disolvieron
8.75 g de PO4HNay, 1.89 g de POoH2K v 4.25 g de CINa; se ajusté el pH a 7.4.

2. PACIENTES Y MUESTRAS DE SANGRE

2.1. Pacientes

Las muestras de sangre utilizadas para la realizacion de este estudio fueron
obtenidas entre diciembre de 1992 y julio de 1994 de treinta y nueve pacientes,
diagnosticados de LLC-B, segun los criterios anteriormente expuestos {Montserrat,
1992). Los pacientes provenian de los Servicios de Hematologia (35), Medicina
Interna I (1), Medicina Interna II (1), Gastroenterologia (1) y Cirugia Digestivo (1),
de 1a Clinica Puerta de Hierro.

90



De los treinta y nueve pacientes catorce eran varones y veinticinco mujeres,
con una edad media de 65 afos (rango: 46 - 82},

La distribucién de los pacientes por estadios, en el momento de recogida de
las muestras, fue la siguiente: veintidds pacientes se encontraban en el estadio 0
de Rai; cinco en estadio I; nueve en estadio II; uno en estadio IIl y dos en estadio
IV. Por lo que hace referencia al sistema de estadiaje de Binet, treinta y uno de los
pacientes estaban incluidos en el estadio A; cinco en el estadio B y tres en el
estadio C.

Ningun paciente habia recibido tratamiento quimioterapico previo por su
LLC-B. S6lo un paciente habia presentado manifestaciones autoinmunes, que
consistieron en la positividad de la prueba de Coombs directo, en ausencia de
anemia o de otro fendémeno inmunoldgico (Tabla 4). Ninguna de las muestras
incluidas en el estudio procedia de pacientes con paraproteinemia monoclonal.

2.2. Muestras recogidas

En cada paciente se obtuvieron dos muestras de sangre mediante puncién en
vena periférica:

a) 10 a 30 ml de sangre total, recogida en tubos comerciales que contenian
heparina calcica al 0.19%.

b) 10 m! de sangre total, recogida en tubos comerciales sin anticoagulante,
de donde se abtuvo suero por centrifugacién de la muestra a 800 g, durante 10
minutos,

Las muestras de sangre heparinizada se procesaron en los 30 minutos
siguientes a su extraccién, en condiciones de esterilidad. El suero se conservo
congelado, a -70°C, en partes alicuotas de 0.5 ml, hasta su utilizacién,
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TABLA 4. CARACTERISTICAS DE LOS 39 PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFATICA CRONICA B

Paciente Edad Sexo Estadio de Estadio de Fenémenos
Rai Binet autoinmunes
1 57 M* I A -
2 47 v II A -
3 74 M v C -
4 64 M I11 C -
5 72 M O A -
6 71 M O A -
7 65 \% I1 A -
8 71 v O A -
9 66 M I1 B -
10 82 M 0 A -
11 76 ™M Q A -
12 68 \Y% 0 A -
13 62 M 0O A -
14 65 M 0 A -
15 63 V 0] A -
16 54 M II B 4x*
17 46 \% 1 A -
18 65 ™M 0 A -
i9 81 M 1I A -
20 62 \Y 0] A -
21 65 M @] A -
22 63 \% O A -
23 75 M O A -
24 57 M 0 A -
25 59 M O A -
26 60 \Y 1 A -
27 62 M I1 B -
28 78 \Y v C -
29 71 \Y 0 A -
30 55 M O A -
31 70 \Y% 3! B -
32 56 M I1 B -
33 69 M II A -
34 60 \Y 0 A -
35 78 M O A -
36 46 v I A -
37 57 M O A -
38 74 M I A -
39 69 M O A -

* Vi Varén; M: Mujer
** Prueba de Coombs directo positivo.
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3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE TOTAL:
OBTENCION DE LA SUBPOBLACION DE CELULAS B LEUCEMICAS

Las muestras de sangre heparinizada fueron procesadas, con el fin de
obtener la poblacién de células B leucémicas lo mas purificada posible para realizar

los estudios que se mencionan mas adelante,

3.1. Obtencién de las células mononucleadas de sangre
periférica (CMSP)

a) Se hicieron diluciones de la sangre del paciente al 1:2 o al 1:4, con suero
salino fisiologico (SSF), segin el contaje leucocitario previo.

b) Una vez realizada la dilucion, se procedié a la separacién mediante
gradiente de densidad sobre ficoll (Bbyum, 1968). Se depositaron 30 ml de la
sangre diluida en tubos de plastico de 50 ml y se afiadieron cuidadosamente 10 ml
de ficoll, en proporcidén de 1 ml de ficoll por cada 3 ml de la dilucién de sangre y
SSF.

¢) Las muestras se centrifugaron a 600 g durante 40 minutos, quedando una
banda blanquecina en la interfase sangre-ficoll v un sedimento, donde se
depositaron los hematies. Se recogieron con una pipeta las células de la interfase,
que contenia las células mononucleadas de sangre periférica (linfocitos B, T, células
NK v monocitos).

d) Se realizaron tres lavados de las células recogidas, resuspendiéndolas en
50 ml de SSF, y centrifugando posteriormente a 400 g, durante 10 minutos, a 4°C,
El precipitado obtenido tras el tercer lavado se resuspendié en medio completo
(RPMI suplementado con suero bovino fetal), hasta alcanzar una concentracion

aproximada de 5 x 108 células/ml.
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3.2. Exclusién de linfocitos T de las CMSP obtenidas,
por roseteo con hematies de carnero tratados con AET

Para la purificacién de las poblaciones linfocitarias se utilizé la propiedad
que tienen los linfocitos T de formar rosetas de manera espontanea con los
hematies de oveja (Jondal y col., 1972; Kaplan y col., 1976; Madsen y col., 1980).

3.2.a. Preparacién del AET

Los hematies se extrajeron por puncién de vena yugular del carnero del
animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid. Se
diluyeron, volumen a volumen, en condiciones de esterilidad en solucién de
Alseviers (20.1 g de dextrosa; 9.10 g de citrato sédico y 4.2 g por litro de agua
destilada, pH: 6.1). Antes de su utilizacién en cada experimento, los hematies de
carnero se lavaron tres veces con SSF y se disolvieron al 12% en solucién de 2-
amino-ethylisothiouroniumbromide -AET- (2 g en 50 ml de agua destilada,
ajustando el pH a 9 con NaOH 10 N), incubandose 15 minutos a 37°C. Se lavaron
con SSF y se diluyeron finalmente al 12% en medio RPMI.

3.2.b. Exclusién de los linfocitos T de las CMSP

La técnica se realizé de la siguiente manera:

a) La suspension de CMSP se mezcld, a la concentracion de 3x106 células/ml,
con otra suspension de hematies de oveja tratados con AET, en una proporcién
aproximada de 30x10© células mononucleadas por cada ml de la solucién de AET-
hematies de oveja al 12%.

b) La muestra se centrifugé a 250 g durante cinco minutos a 4°C y se incub¢
posteriormente a 4°C durante 60 minutos. Después de esta incubacidén se
resuspendieron los sedimentos suavemente y se procedié a una nueva separacion
mediante gradiente sobre ficoll, de la forma anteriormente detallada.

¢) Una vez transcurrido el tiempo de centrifugacién quedd una nueva banda
blanquecina en la interfase de la suspensién CMSP-ficoll, que contenia los linfocitos
B, las células NK y los monocitos de sangre periférica del paciente. También quedo
un sedimento constituido por AET-hematies de oveja, unidos a los linfocitos T de la

muestra.
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d)} A continuacioén, con una pipeta se recogi¢ la interfase, realizando
posteriormente dos lavados. El sedimento, donde presumiblemente se encontrarian
los linfocitos T del paciente, se deseché por no necesitarlo en experimentos
posteriores.

Al final de este proceso, al igual que tras la obtencién de la suspension de
CMSP, se hizo un contaje y un estudio de la viabilidad de la poblacién obtenida. La
concentracion celular se determiné en una dilucién al 1:10 de la suspensién
celular, con azul tripan al 0.2% (0.450 ml de azul tripan al 0.2% v 0.050 m! de
suspension celular) y se realizé posteriormente un recuento celular con el
microscopio optico, utilizando la camara de Neubauer. El porcentaje de células vivas
se establecio por la capacidad de exclusion del colorante.

En un principio, a las células deplecionadas de rosetas se las sometié a otro
paso de purificacién mediante citotoxicidad dependiente de complemento, usando
un anticuerpo monoclonal anti-CD3 para eliminar los linfocitos T residuales, y un
anti-CD11b para la deplecién de monocitos. Al no mejorar los resultados obtenidos,
en relacion a la purificacion de células leucémicas, se abandond este
procedimiento.

3.3. Exclusién de las células adherentes (monocitos)

Esta técnica se ha llevado a cabo unicamente en las primeras muestras de
sangre recogidas, y siempre previamente a la exclusiéon de los linfocitos T por
roseteoc con hematies de oveja tratados con AET. Consta de los siguientes pasos
(Fisher y col.,, 1981):

a) Las CMSP se resuspendieron en RPMI con 20% de SBF, hasta conseguir una
concentracién final de 2x106 células/ml. Se dispensaron 25 ml en cada frasco de
cultivo de 75 cm? y se incubaron horizontalmente durante una hora a 37°C, con
una atmosfera humidificada y con 5% de CO3.

b) Las células mononucleadas no adherentes se decantaron en un tubc de
centrifuga. Se lavo el frasco de cultivo suavemente con RPMI completo a 37°C, y se
anadio el resultado de este lavado al tubo de centrifuga.

¢) Para terminar se realizaron dos lavados como se ha explicado
anteriormente. Se resuspendieron las células en medio completo, y se practico el
contaje, al tiempo que se analizo 1a viabilidad celuiar.
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d) Las células adherentes {los monocitos) se desecharon, por no necesitarias

en los experimentos posteriores.

Esta técnica no se continué realizando porque la mayoria de las muestras de

sangre de los pacientes de LLC-B de esta serie no tenian entre las CMSP un

porcentaje de monocitos lo suficientemente elevado que artefactara el resultado de

los experimentos; ademas, en este paso se perdian células no adherentes.

4. PARAMETROS ANALIZADOS

En cada muestra de linfocitos B purificados y de suero se realizo:

a)

b)
)

d)

e)

g)
h}

Estudio fenotipico de las poblaciones celulares mediante citometria de
flujo.

Analisis de la proliferacion de las células B en cultivo.

Estudio de la interleucina 6 y del receptor soluble de la citocina en los
scbrenadantes de las células en cuitivo.

Deteccidn de la interleucina 6 y del receptor soluble de la citocina en el
suero.

Estudio de la diferenciacion del linfocito B leucémico bajo el estimulo de
la interleucina 6.

Analisis del receptor de la interleucina 6 en las células B en cultivo.
Estudio de los antigenos de activacion en las células B leucémicas.
Estudio del ciclo celular en los linfocitos B de la LLC-B en cultivo.

4.1. Caracterizacién fenotipica de las poblaciones
celulares mediante citometria de flujo

Este estudio se ha realizado en las CMSP y en la poblaciéon de células B ya

purificada, lo que permitia conocer el grado de contaminacion por linfocitos T,

células NK vy monocitos de esta Gltima poblacion.
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4.1.a. Anticuerpos monoclonales utilizados

En el estudio de las muestras celulares se han utilizado los siguientes
anticuerpos monoclonales frente a antigenos de superficie de membrana (Tabla 5):

a) CD45, CD3, CD4, CD8, CD56, CD16, CD14, CD19, CD20, HLA DR: tenian
como fin el analisis del porcentaje de las diferentes poblaciones celulares en sangre
periférica y el estudio de la proporcion de células T, B, monocitos y NK en el grupo
celular ya purificado,

b) anticuerpo anti-lambda (1), anti-kappa (x): para el estudio de la
monoclonalidad de la poblacién B.

c) CD35: se emple6 como identificacién de la poblacién leucémica, puesto que
los linfocitos B de la LLC-B tienen como caracteristica la expresion del CD5 en su
membrana.

d) CD71 y CD25: encaminados al estudio del grado de activacién y
proliferacion celular,

e} La IL6 (marcada con PE) y el anticuerpo monoclonal anti R-IL6 (no
conjugado): para el estudio de la expresion del R-IL6 en la superficie de la
membrana de las células.

Se ha realizado un analisis con un tnico color en el estudio del anticuerpo
monoclonal frente al receptor de la 116, y con doble y triple color, con las
combinaciones que a continuacion se citan (cuando se han utilizado tres
anticuerpos monoclonales, el primero se ha usado conjugado con FITC, el segundo

con PE, y el tercero de ellos con TC):

- CD19-CD8, CD56-CD3, CD4: Se emplean cinco anticuerpos monoclonales en
la misma alicuota, dos conjugados con FITC, dos con PE y uno con TC,
respectivamente. Con ellos se ha valorado la poblacién de linfocitos T total (CD3),
junto a las subpoblaciones CD4 y CD8 (inductor y supresor), la de los linfocitos B
{CD19) y la poblacion de células NK (CD56).

- CD5, CD19, DR: Esta combinacién se ha utilizado para valorar la poblacion
leucémica, pues las células de la LLC-B, por ser de fenotipo B, expresan el CD19 y el
DR. Con esta combinacion de anticuerpos las células leucémicas son triplemente
positivas.
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TABLA 5. LISTA DE ANTIGENOS EMPLEADOS. INTERVALO DE
NORMALIDAD PARA LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN SANGRE
PERIFERICA
Denominacion Intervalo de Expresion celular principal
CD* normalidad (%)
CD3 60-85 Linfocitos T
Cb4 29-59 Linfocitos T, HLA clase 11
CD5 - Linfocitos T, subpoblacion de Linfocitos B
CD8 19-48 Linfocitos T, HLA clase I
CDl14 - Monocitos
CDle - Células NK, Granulocitos, Macréfagos
CD19 7-23 Linfocitos B
CD20 - Linfocitos B
CD25 - Linfocitos B y T activados, Macrdfagos activados
CDh45 - Leucocitos (Antigeno leucocitario comin)
CD56 6-29 Células NK
CDh71 - Linfocitos B y T activados, células en proliferacién

* "Cluster differentiation”
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- CD45, CD14, DR: Sirve para valorar el porcentaje de monocitos de la
muestra. Los monocitos son triplemente positivos con esta combinacién de
anticuerpos monoclonales. También se utiliza para la determinacién de la
viabilidad celular.

- anticuerpo anti-i, anti-x, CD19: Sirve para el analisis de la monoclonalidad
de las células. Las células de la LLC-B seran doblemente positivas para el CD19, por
ser linfocitos B, y para A o k, pero no para las dos cadenas ligeras de las

inmunoglobulinas.

- CD19, CD20, CDS: Se ha usado esta combinacién de anticuerpos
monoclonales para estudiar la expresion del antigeno de superficie CD20. Al
mismo tiempo, ha sido 1til este analisis porque, incluso anticuerpos monocionales
que parecen tener la misma especificidad pueden dar lugar a resultados diferentes
dependiendo del fluorocromo usado. Asi, se ha utilizado el anti-CD19 conjugado
con FITC, con PE y TC. Ademas, el anti-CD5, otro anticuerpo clave en el diagnostico
de la LLC-B, se ha usado conjugado con FITC y TC.

- CD25, CD71, CD19: Con esta combinacién de anticuerpos monoclonales se
ha valorado la expresion de la cadena alfa del receptor de la interleucina 2 (CD25) y
el porcentaje de las células en proliferacién (CD71); todo ello sobre células B
(CD19).

- CD5, R-IL6, CD19: Se ha valorado asi la expresion del receptor de la
interleucina 6 en la membrana de superficie de la célula leucémica (CD5 y CD19
positivas). Se ha empleado la IL-6 conjugada con PE y un anticuerpo monoclonal
frente al receptor de la citocina.

4.1.b. Procesamiento de las muestras para su analisis

Se han empleado dos técnicas de procesamiento de las muestras, segin el
anticuerpo monoclonal utilizado estuviera ¢ no conjugado con un fluorocromo:

4.1.b.1. Inmunofluorescencia directa

Se ha empleado cuando el anticuerpo monoclonal estaba conjugado con un
fluorocromo. Ha sido el caso de los anticuerpos frente a los antigenos: CD3, CD4,
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CD8, CD56, CD16, CD14, CD19, CD20, CD5, HLA DR, CD71, CD25, anti-x y anti-A.
Como sustrato se ha usado la suspension celular a estudiar (CMSP o poblacion

purificada de linfocitos B leucémicos), siguiendo los pasos que a continuacion se
detallan:

1) Se mezclaron 0.5x10° células -en un volumen de 100 microlitros- con el
anticuerpo monoclonal, ya unido a la sustancia fluorescente (FITC, PE, tercer color).
La cantidad de anticuerpo monoclonal conjugado oscilé entre 5 y 20 microlitros,
segun la titulacion previamente hecha en nuestro laboratorio con controles sanos.

2) Se incubd la suspensién durante 15 minutos a 4°C.

Sélo en el andlisis del receptor de la interleucina 6 en la superficie de los
linfocitos B, y por indicacién del fabricante, la incubacién se prolongé hasta una
hora. Ademas, previamente, la solucién celular habia permanecido 30 minutos a
37°C para que se separara la posible IL6 enddgena de los R-IL6 y dejaran a éstos
libres para su union con la IL6 exdgena conjugada, evitando falsos negativos. Es un
método indirecto de medida de la expresion del receptor de la I1-6, pues lo que se
analiza es la presencia de la citocina, conjugada con PE, en la superficie celular.

3} Se realiz6 un lavado con PBS al 1% y a 4°C, durante 10 minutos.

4) Se resuspendieron las células, y se fijaron con formaldehido al 2% hasta el
analisis con el citdmetro de flujo en un plazo maximo de 7 dias, a partir de
entonces.

4.1.b.2. Inmunofluorescencia indirecta

El estudio de la expresién del receptor de la IL-6 en los linfocitos B de la LLC-B
se ha realizado también con un anticuerpo monocional, no conjugado con
fluorocromo, y especifico frente a ese antigeno. La técnica cuenta con los siguientes
pasos:

1) Se mezclaron 0.5x10° células, en un volumen de hasta 100 microlitros,
con 50 microlitros del anticuerpo monoclonal no conjugado,

2) Se incubd la suspension durante 30 minutos a 4°C y se realizé un lavado
con PBS al 1%, a 4°C y durante 10 minutos.

3) Se aplicé una solucion al 1:100 -segun titulacién previa- de la fraccion
F(ab)'y de una inmunoglobulina de cabra -marcada con fluoresceina- anti-Ig de

ratén, para evitar uniones inespecificas a las CMSP.

100



4} Se repiti6 el proceso de incubacion -30 minutos a 4°C- evitando la luz tras
lo que se realizd un nuevo lavado. Al final se resuspendieron las células en una
disolucién fijadora de formaldehido al 2% hasta el analisis por el citémetro.

4.1.c. Estudio de la viabilidad celular y controles

Estudio de la viabilidad celular

La suspension celular se tifid con una soluciéon de ioduro de propidio, de
forma que la proporcién de células con fluorescencia roja alta (células muertas) se
pudo determinar por citometria de flujo.

Controles realizados

- Autofluorescencia: Se procesé una muestra que sélo contenia la suspension
celular objeto del estudio, sin afladir ningin anticuerpo monoclonal, con objeto de
valorar la autofluorescencia.

- Control isotipo: En todos los casos se empled un anticuerpo con las mismas
propiedades que el anticuerpo monoclonal usado en el experimento, pero con una
especificidad irrelevante. Se analizaron de esta forma las uniones inespecificas del
anticuerpo a través de su fragmento Fc, a los receptores Fc que existen en la
superficie de otros tipos de células.

4.1.d. Analisis en el citémetro de flujo

Adquisicién de las muestras celulares

Las muestras fueron estudiadas en el citémetro de flujo. La adquisicion se
hizo en un "Facscan” (Beckton Dickinson), por su programa "Lysys II". Previamente,
y con un control sano, se ajustd el umbral para la fluorescencia verde, roja y
naranja, asi como la compensacion entre ellas, para evitar falsos positivos en el
andlisis de los datos. Se han utilizado amplificadores logaritmicos para amplificar
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la sefial eléctrica de los fotodetectores, que son los que se usan generalmente para
analizar senales de fluorescencia de células con marcadores de superficie tefiidos.

Andlisis de las muestras adquiridas

El analisis de los datos se realizé utilizando los programas "Lysys II" y "Paint a
Gate", estudiando un parametro -con el histograma-, o bien comparando dos de
ellos -con el "dot plot"-.

El porcentaje de células que expresaban el antigeno de superficie de interés
se determiné colocando primero un cursor en un canal de fluorescencia, utilizando
para ello un control monoclonal negativo de la misma clase de inmunoglobulina. La
posicién del control negativo se situd en un canal donde el 3% o menos de las
células eran positivas para el control negativo. Esta era la forma mas adecuada de
descubrir una poblacién mixta, constituida por células no tefiidas y tenidas de
forma intensa. Sin embargo, cuando existia un cambio en la intensidad de
fluorescencia de una poblacidn uniforme de células, se emplearon las
caracteristicas de moda, media y mediana de esa poblacion para valorar la
positividad, puesto que de lo contrario, el valor de porcentaje positivo seria
erroneo. También, en este caso, se utilizé la correccién matematica que permite
realizar el sistema de "Lysys II" y que consiste en la sustraccion de un histograma
"fondo" (control} de aquel que es el histograma "test" ("background substraction")
sobre una base canal por canal.

Para el analisis de los antigenos de superficie de membrana se descartaron
las células que, en la comparacion de su "Forward scatter” con su "Side scatter”,
correspondian a células muertas. El estudio se realizo:

1) sobre la poblacién total cuando interesaba ver el porcentaje de los
diferentes grupos de células, lo que permitia también comprobar el gradc de
purificacion de células B leucémicas con las que se han realizado los experimentos.

2) sobre una ventana particular, correspondiente a un tipo concreto de
células. Fue el caso del estudio, por ejemplo, de la presencia de la cadena ligera
lambda o kappa de las inmunoglobulinas, o bien de la expresion del R-IL6 en los
linfocitos B leucémicos.

La ventaja del programa "Paint a Gate" sobre el "Lysys II" estriba en la
posibilidad del primero de dar el resultado de cada una de las tres fluorescencias
en cada célula, cosa imposible con el otro método. Ademas, es mas sencillo colocar
los cursores en dicho programa, por la posibilidad de valorar la morfologia de la
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curva. En cualquier caso, se han utilizado ambos sistemas a Ia hora de llevar a cabo
el analisis de las muestras.

4.1.e. Deteccién del receptor para hematies de ratén

Esta determinacioén se fundamenta en que los linfocitos de la LLC-B tienen en
su membrana de superficie, receptores para los hematies de ratén, lo que
constituye un marcador de células B inmaduras. Este hallazgo ha sido considerado
por muchos autores como el mejor marcador diagnéstico de la L1.C-B (Hokland vy col.,
1992).

Se ha realizado este estudio en los primeros enfermos de esta serie.
Posteriormente se abandond, al ser suficiente para el diagnéstico correcto de la LLC-
B el andlisis fenotipico mediante citometria de flujo. Por otra parte, es un
procedimiento laborioso v sometido a la subjetividad del ojo humano, al contrario
que el analisis fenotipico por citometria de flujo.

Los hematies frescos de ratdn se obtienen por sangrado, previa anestesia con
éter, del plexo retro-orbitario de ratones Swis. Se sangran como minimo tres
ratones, y los hematies se lavan tres veces con suero salino fisiolégico,
resuspendiéndclos en medio Tc 199 al 1%. Su utilizacién debe ser inmediata. La
técnica se realizé con 3x10° linfocitos en un volumen aproximado de 0.1 ml, al que
se afiadid 0.2 ml de hematies de ratén al 1% y 0.1 ml de SBF, absorbido
previamente con hematies de ratén. Se centrifugd S minutos a 200 g, v a
continuacioén se resuspendié suavemente, sin necesidad de incubacion previa. Se
afnadié una gota de naranja de acridina, leyéndose seguidamente en el microscopio
de fluorescencia, y se procedié a calcular el porcentaje de linfocitos aislados y de
linfocitos rodeados de hematies, que son llamados rosetas. Se considerd roseta
cuando el linfocito tenia tres 0 mas hematies adheridos.

4.2. Respuesta proliferativa de las células B
leucémicas, estudiada en los cultivos celulares

En este apartado se describe el procedimiento empleado para determinar la
funcién inmunolédgica basica de los linfocitos B leucémicos, es decir, la respuesta
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proliferativa espontanea y tras una variedad de estimulos de los linfocitos B en

cultivo.

4.2.a. Cultivo

Las células B leucémicas fueron cultivadas en medio completo a una
concentracién de 0.5x106 6 de 2.5x109 células por ml. Se sembraron por duplicado
en placas estériles de 96 pocillos, con fondo plano, de forma que quedase al final un
volumen de 0.2 ml por pocillo. El tiempo de cultivo fue de 3 y 7 dias.

Todos los cultivos celulares realizados se desarrollaron en condiciones de
esterilidad, manteniéndose a 37°C en atmosfera con 5% de CO7 v 95% de hhumedad

relativa.

4.2.b. Medida de 1la respuesta proliferativa
estimulada

Todos los mitogenos utilizados se afiadieron al principio del cultivo. La
concentracion adecuada del agente mitdégeno varié con cada lote de fabricacién, por
1o que se utilizd sélo uno, en el que se determind su concentracion éptima sobre

cultivos de donantes sanos. Los mitdégenos utilizados y las dosis empleadas fueron:

- Fitohemaglutinina (PHA): 10 pg/ml. Es un activador policlonal de la célula T
y se empled como control interno del experimento con el objetive de detectar
posibles células T contaminantes.

- Interleucina 2 recombinante (IL-2): 100 ¥ 10 U/ml.

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate (PDB): 25 ng/ml.

- Interleucina 6 recombinante (IL-6).

- Anticuerpo neutralizante frente a la interleucina 6 humana (anti-IL6).

Tanto en el caso de la interleucina 6 recombinante como en el del anticuerpo
neutralizante frente a la IL6 humana, se estudié el efecto funcional de un rango
amplio de dosis, que oscilaron entre 20 ng/ml a 0.625 pg/ml para la [L-6 y entre
50 ug/ml a 0.5 ng/ml para el anti-IL6.

Se uso ese rango de dosis para la IL-6 partiendo del estudio publicado por
Levy y col.,, 1990. El rango de dosis empleado para el anti-IL6 se hizo segun las
indicaciones del fabricante, basadas en un estudio de la dosis neutralizante 50
(DN5q).
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4.2.c. Medida de 1a respuesta proliferativa
espontanea

En la placa de cultivo se incluyeron también pocillos con la suspension celular
y sin mitégeno alguno, con el fin de medir 1a respuesta de fondo, asi como para
estudiar la respuesta proliferativa espontanea de las células de la LLC-B.

4.2.d. Cuantificacién de la proliferacién celular

El método empleado para la cuantificacién de la proliferacion celular fue el
analisis de la incorporacién de timidina tritiada (3HT) al ADN sintetizado de novo.
Para ello, tras la adicién de 1 microcurio de 3HT a cada pocillo durante las altimas
18 horas, los cultivos se recogieron por aspiracién, utilizando un colector de
cultivos Skatron, obteniéndose los extractos secos de dichos cultivos. La 3HT no
incorporada al ADN celular se eliminé. Estos extractos secos se distribuyeron en
viales de centelleo a los que se anadié 4 ml de liquido de centelleo. Se determiné la
emisién de radiacidén beta en cuentas por minuto (cpm) en un contador beta. La
adicién de la 3HT al cultivo se hizo siempre en el mismo periodo de tiempo en
todos los experimentos, Los resultados se expresaron como la media aritmética de
las determinaciones realizadas en cada caso, siendo la variabilidad de los valores
individuales menor del 10% de la media. La induccion de ia proliferacién se
definié como un aumento mayor de dos veces en cpm en comparacion con el control
no estimulado. La inhibicién de la proliferacion se definié como una disminucion

mayor o igual del 50% en cpm en comparacién con el control no estimulado.

4.3. Obtencién de sobrenadantes de los cultivos de las
células B leucémicas y analisis de la IL-6 y del receptor
soluble de la IL-6 contenidos en los sobrenadantes

4.3.a. Obtencién de los sobrenadantes

Se incubaron 2x10% linfocitos B purificados del paciente, a una
concentracion de 1x10° células por mililitro en tubos estériles, en medic completo,
que contenia un 10% de SBF. El tiempo de incubacién fue de 24 horas, 72 horas, 5
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dias y 7 dias. Las células se incubaron, tanto en situacién basal, como afadiendo
PDB en los tubos correspondientes a los dias 1 y 3, con el objeto de detectar la
secrecion espontanea de IL6 y compararla con la secrecién que existia cuando habia
en el medio PDB. Tras la incubacidn, los tubos se centrifugaron a 500 g durante 10
minutos. Se recogieron los sobrenadantes y fueron congelados a -70°C hasta su
utilizacién.

4.3.b. Analisis de la IL-6 y del receptor soluble de la
IL-6

La cuantificacion de la concentracién de la IL-6 y del receptor soluble de 1a IL-
6 en los sobrenadantes de células en cultivo se realizé mediante un método de
ELISA ("QuantikineTM"-R&D Systems).

Analisis de la IL-6

a} Principio:

En una primera incubacién, la IL-6 presente en la muestra objeto de estudio
se unid al anticuerpo monoclonal murino, especifico para la IL-6, y previamente
inmobilizado en la superficie de los pocillos de la placa donde se iba a realizar el
experimento. En una segunda incubacion, se unié a la IL-6 de la muestra un
anticuerpo policlonal frente a la IL-6, conjugade con peroxidasa. Para medir la
actividad enzimatica se usé® un cromogeno (tetrametilbencidina) unido a H207,
interrumpiendo la reaccién enzimatica con acido sulfarico. La intensidad cromatica
se determind a 450 nm, siendo proporcional a la concentracién de IL-6 de la

muestra.

b) Reactivos:

Envase "human IL-6 QuantikineT™" de R&D Systems, que incluye: placa de
96 pocillos recubiertos con un anticuerpo monoclonal murino frente a la IL-6;
Cuatro laminas autoadhesivas; conjugado IL-6 (anticuerpo policlonal frente a la IL-6,
conjugado con peroxidasa de rabano}; IL-6 humana recombinante, liofilizada, en un
tampon basico de proteinas (1.5 ng); diluyente de ensayo RD1A (tampén de
proteinas); diluyente calibrador RD5A (tampén de proteinas, utilizado para
reconstituir y diluir la IL-6 humana liofilizada, obteniendo asi las diluciones
estandares: 300 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12.5 pg/ml], 6.25 pg/ml,
3.13 pg/ml y 0 pg/ml}); concentrade tampoén de lavado (soluciéon concentrada de un
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surfactante tampdn, a partir del cual se obtiene el tampén de lavado, al afiadir 480
ml de agua destilada a 20 ml del concentrado de tampoén de lavado); reactivo de
color A (peréxido de hidrégeno estabilizado) y B (cromégeno tetrametilbencidina
estabilizado); solucion sustrato (resultante de la mezcla en volamenes iguales de
ambos reactivos de color); acido sulfarico 2 Normal.

¢) Procedimiento:

Se afiadieron a cada uno de los pocilios de la placa, 100 ul del diluente de
ensayo RD1A y 100 ul de cada muestra de sobrenadante o de estandar. La placa,
cubierta con una lamina autoadhesiva, se incubé a temperatura ambiente durante
dos horas. Se aspir6é y se efectuaron cuatro lavados con el tampén de lavado. Se
anadid a cada pocillo 200 pl de conjugado de IL-6. La placa se incubd, protegida con
otra lamina autoadhesiva, durante dos horas a temperatura ambiente. Se repiti6 el
proceso de aspirado y lavado previo. Se afadieron 200 ul de la solucion sustrato a
cada pocillo de la placa y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se detuvo la reaccion enzimatica que da origen a la apariciéon del color con 50 ul de
acido sulfurico 2 Normal. La intensidad del color se midié utilizando un
espectrofotémetro, realizando la medida con un filtro de 450 nm en los 30 minutos
siguientes. Por ultimo, se prepard una curva, enfrentando la densidad éptica con la
concentracion de IL-6 en los pocillos estandares. Una vez trazada la curva, y
partiendo de la densidad éptica de las muestras de los sobrenadantes estudiadas se
determind la concentracion de citocina que existia en cada muestra analizada.

Anilisis del receptor soluble de la IL-6

El analisis del receptor soluble de la interleucina 6 en los sobrenadantes de
las células leucémicas en cultivo se realizdé siguiendo el mismo procedimiento
cuantitativo descrito, con la salvedad de que se emplearon anticuerpos frente a
dicho receptor soluble.

a) Principio:

En la primera incubacién, el receptor soluble de la IL-6 presente en la
muestra objeto de estudio se uni6é al anticuerpo monocional murino, especifico para
dicho receptor soluble, y previamente inmobilizado en la superficie de los pocillos
de la placa donde se iba a realizar el procedimiento. En la segunda incubacién, se
unio al receptor soluble de la IL-6 de la muestra un anticuerpo policlonal frente a
dicho receptor soluble, conjugado con peroxidasa. Para medir la actividad
enzimatica se usdé un cromégeno (tetrametilbencidina) unido a Hz02,
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interrumpiendo la reaccién enzimatica con acido sulfiirico. La intensidad cromatica
se determind a 450 nm, siendo proporcional a la concentraciéon del receptor soluble
de la IL-6 presente al inicio en la muestra.

b) Reactivos:

Envase "human IL-6sR QuantikineT™" de R&D Systems, que incluye: placa de
96 pocillos recubiertos con un anticuerpo monocclonal murino frente al receptor
soluble de la IL-6; cuatro laminas autoadhesivas; conjugado IL-6sR (anticuerpo
policlonal frente al receptor soluble de la IL-6, conjugado con peroxidasa de
rabano); receptor soluble de la IL-6 humana recombinante, liofilizado, en un
tampoén basico de proteinas (10 ng); Diluyente de Ensayo RD1A (tampén de
proteinas); diluyente calibrador RD3C (tampon de proteinas, utilizado para
reconstituir y diluir el receptor scluble de la IL-6 humana recombinante, liofilizado,
obteniendo de esta forma las diluciones estandares: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.3 pg/ml y O pg/ml); concentrado
tampon de lavado (solucion concentrada de un surfactante tampoén, a partir del cual
se obtiene el tampon de lavado, al afnadir 480 ml de agua destilada a 20 ml del
concentrado tampon de lavado); reactivo de color A {(perdxido de hidrégeno
estabilizado) y B (el cromégeno tetrametilbencidina estabilizado); solucién sustrato
(resultante de la mezcla en volumenes iguales de ambos reactivos de color); acido
sulfarico 2 Normal.

¢) Procedimiento:

Se afiadieron, a cada uno de los pocillos de la placa, 100 pl del diluente de
ensayo RD1A y 100 ul de cada muestra de sobrenadante o de estandar. La placa,
cubierta con una lamina autoadhesiva, se incubd a temperatura ambiente durante
dos horas. Se aspird y se efectuaron tres lavados con el tampoéon de lavado. Se
afiadié a cada pocillo 200 pl de conjugado IL-6sR. Se incub6, protegida la placa con
otra lamina autoadhesiva, durante dos horas a temperatura ambiente, Se repitio el
proceso de aspirado y lavado previo. Se afiadieron 200 pl de la solucién sustrato a
cada pocillo de la placa y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se detuvo la reaccién enzimatica que da origen a la aparicién del color con 50 pl de
acido sulfurico 2 Normal. Se midié la intensidad del color utilizando un
espectrofotéometro, realizando la medida con un filtro de 450 nm en los 30 minutos
siguientes. Por ultimo, se prepard una curva, enfrentando la densidad éptica con la
concentracion del receptor soluble de la IL-6 en los pocillos estandares, y se
determiné la concentracion del receptor soluble de la citocina que existia en cada

muestra analizada.
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4.4, Determinacién de la concentracién de la IL-6 y del
receptor soluble de la IL-6 en el suero de los pacientes

Ambas determinaciones se realizaron siguiendo los pasos desarrollados en el
apartado anterior, salvo en los siguientes puntos:

a) En el estudio de la IL-6, la dilucién de los estandares se llevé a cabo con el
diluyente calibrador RD6F (constituido por suero animal con preservante} y no con
el RD5A, empileado en el caso de las muestras de sobrenadantes.

b) En el analisis del receptor soluble de la IL-6 en las muestras de suero, se
hicieron diluciones de esas muestras al 1:40 con el diluyente calibrador RD5C.

4.5. Estudio de la diferenciacién del linfocito B
leucémico bajo el estimulo de la IL-6

La finalidad de este experimento era comprobar si la IL-6 es capaz de inducir
la diferenciacion del linfocito B leucémico hacia célula plasmatica productora de
inmunoglobulinas, como lo hace en linfocitos B normales. Para ello se determiné 1a
capacidad de sintesis de inmunoglobulinas de los linfocitos B de las muestras
purificadas, cuando se les ponia en contacto con la [L-6. Ademas, se llevo a cabo un

estudio fenotipico de dichas células al finalizar el tiempo de cultivo establecido.

4.5.a. Produccién de inmunoglobulinas in vitro bajo
el estimulo de la IL-6

a) Cultivo:

Se determind in vitro la capacidad de sintesis de inmunoglobulinas,
cultivando 103 linfocitos B purificados por pocillo en medic completo, tanto en
situacidn basal, como en contacto con diversas dosis de I1L-6, que oscilaron entre 20
ng/ml y 0.625 pg/ml. El cultivo celular se mantuvo 7 dias en estufa a 37°C y 5% de
COa.
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b) Cuantificacion de las inmunoglobulinas:

La cuantificacién de las inmunoglobulinas contenidas en los sobrenadantes
se realizd por un método de ELISA. En este procedimiento, un primer anticuerpo se
pegd a las superficies de los pocillos de las placas y después de bloquear los lugares
no unidos a éste, los sobrenadantes se incubaron en pocillos separados,
permitiendo asi a la inmunogliobulina de interés unirse al primer anticuerpo. Los
componentes de los sobrenadantes no unidos a la inmunogiobulina se removieron
lavando, v se anadidé un segundo anticuerpo, conjugado con una peroxidasa,
dirigido frente a la inmunoglobulina de interés. El exceso del conjugado se elimind,
lavando nuevamente, y se afladié solucién sustrato a cada pocillo. La cantidad de
color que aparecid por la interaccion del conjugado enzimatico con el sustrato fue
directamente proporcional a la cantidad de inmunoglobulina presente en el
sobrenadante. Se realizaron tres procedimientos de ELISA de forma simultanea,
para la mediciéon cuantitativa de las inmunogliobulinas IgM, IgA e IgG.

Los pasos de la técnica de ELISA empleada fueron los siguientes:

1) Las placas de ELISA se recubrieron con 200 pl/pocillo de una dilucidon
1:1000 de anticuerpos anti IgM, anti IgA o anti IgG humanas, Se incubaron 18
horas en camara himeda a 4°C. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-Tween
0.05%.

2) Se anadio 200 ul/pocillo de ocho diluciones consecutivas al 1/2 de un
control con cantidad de inmunoglobulina conocida. Los sobrenadantes a analizar se
diluyeron al 1/10 vy 1/100 y se depositaron 200 ul por pocillo. Se incubo 2 horas a
temperatura ambiente y se lavo tres veces con PBS Tween 0.05%.

3} Se anadié 200 pl/pocillo de una dilucién 1/2000 de anticuerpo anti IgM,
anti IgA o anti IgG conjugado con peroxidasa. Se incubd 2 horas a temperatura
ambiente y se lavé cinco veces.

4) Se anadié 200 pl/pocillo del sustrato formado por un cromégeno:
clorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) diluido (10 pg por cada 25 ml de tampén
citrato). Tras aproximadamente dos minutos, se interrumpio la reaccion enzimatica
con acido sulfarico 4 Normal. Después se ley6 en el espectofotémetro a 492 nm. Con
las ocho diluciones del control conocido se establecié una recta en la que se
interpolaron los valores hallados de los sobrenadantes problemas,
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4.5.b. Estudio fenotipico de los linfocitos B en
contacto con la IL-6 en el medio de cultivo

Al diferenciarse el linfocito B a célula plasmatica productora de
inmunoglobulinas se produce un cambio en la expresion de los diferentes
antigenos de superficie, que lo caracterizan. El objetivo de este experimento fue
comprobar si los linfocitos B de las muestras purificadas y mantenidas en cultivo
con IL-6 durante siete dias, mostraban un cambio en el fenotipo celular, con
desaparicién de los antigenos de superficie de membrana gue se expresan en los
linfocitos B maduros pero no en las células plasmaticas. Para ello se siguié el
siguiente procedimiento:

Cultivo

Las células B leucémicas fueron cultivadas en medio completo a una
concentracién de 1x10° células por ml. Se sembraron por duplicado en placas
estériles de 24 pocillos, con fondo plano, de forma que quedase al final un volumen
de 2 ml por pocillo. El tiempo de cultivo fue de 7 dias.

El dia 0 se anadio al cultivo interleucina 6 recombinante (IL-6) a una
concentracion de 1 ng/ml. En la placa de cultivo se incluyeron también pocillos con
la suspension celular y sin IL-6, con el fin de poder comparar el estudio fenotipico
de estas ¢élulas con las que habian estado en contacto con la citocina.

Todos los cultivos celulares realizados se desarrollaron en condiciones de
esterilidad, manteniéndose a 37°C, en atmodsfera con 5% de CO2 y 95% de

humedad relativa.

Caracterizacién fenotipica de los linfocitos B de la LLC-B en
cultivo

Después de permanecer los linfocitos B en cultivo 7 dias, se procedié al
analisis fenotipico de dichas células mediante citometria de flujo.

Se recogi6 el medio de cultivo que contenia las células objeto del estudio con
una pipeta Pasteur, y se incorporé a un tubo de centrifuga de 10 m] estéril. Se lavo
el pocillo de la placa de cultivo suavemente con RPMI completo y se afadio el
resultado de este lavado al tubo de centrifuga. Posteriormente se realizaron dos

lavados como se ha detallado en el apartado 2.1.. Se resuspendieron las células en
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medio completo y se practico el contaje, al tiempo que se analizd la viabilidad
celular, mediante el empleo del azul tripan.

La combinacion de anticuerpos monoclonales frente a antigenos de
superficie de membrana estudiados fue la siguiente:

- CD5, CD19, CD20: Las células de la LLC-B, que son triplemente positivas
para esta combiminacion de anticuerpos, dejan de expresar dichos antigenos de
superficie al diferenciarse y transformarse en células plasmaticas.

- anticuerpo anti-A, anti-x, CD19: De igual forma se empled esta combinacién
de anticuerpos monoclonales. Al transformarse el linfocito B en célula plasmatica
deja de expresar el antigeno CD19, asi como también las inmunoglobulinas

monoclonales en la superficie celular, que pasan a ser intracitoplasmaticas.

El procesamiento de las muestras para su analisis se realizé por la técnica de
inmunofluorescencia directa, como se describe previamente en el apartado 3.1.b.
En esta ocasidon también se realizaron los controles de autofluorescencia e isotipo,
ya detallados en el apartado 3.1.c., asi como la determinaciéon de la viabilidad
celular mediante citometria de flujo. La adquisicion de las muestras y el analisis en

el citbmetro de flujo se llevd a cabo segun se ha explicado en e] apartado 3.1.c.

4.6. Analisis del receptor de la IL-6 en la membrana de
las células B en cultivo y de los antigenos de activacién
CD25 y CD71

En este experimento se valoro la variacion en la expresién del receptor de la
citocina en la membrana de superficie de los linfocitos B leucémicos tras uno, tres,

cinco v siete dias en cultivo. Para ello se sigui6 el siguiente procedimiento:

4.6.a. Cultivo

Las células B leucémicas fueron cultivadas en medio completo a una
concentracién de 1x10® células por ml. Se sembraron por triplicado en placas
estériles de 24 pocillos, con fondo plano, de forma que quedase al final un volumen
de 2 ml por pocilio. El tiempo de cultivo fue de uno, tres, cinco y siete dias.
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Todos los cultivos celulares realizados se desarrollaron en condiciones de
esterilidad, manteniéndose a 37°C en atmdsfera con 5% de CO2 v 95% de humedad

relativa.

4.6.b. Adicién de mitégenos al cultivo de células B

Se afiadieron al medio completo los siguientes mitdgenos:

- Un activador policlonal de los linfocitos B: la cepa Cowan 2 del
Staphylococcus aureus (SAC2). Se emplearon 200 ul de SAC2, a una dilucién de
1:1000, para un volumen total de 2 ml de cada pocillo de la placa. Previamente al
uso del SAC; se habia probado su accién a diferentes diluciones (realizadas con
medioc completo), frente a una poblacion purificada de linfocitos B de una persona
sana, siendo la dilucién 1:1000 la que resultd ser mas eficaz como activador de esas
células. La respuesta celular a las diferentes diluciones de SAC; se estudio
mediante la medicidn de la incorporacién de timidina tritiada a los linfocitos B en
cultivo.

- Interleucina 2 recombinante (IL-2): Se usd a la concentraciéon de 100 U/ml.

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate {PDB): Se empled a la concentracion de 25
ng/ml.

- Interleucina 6 recombinante (I1-6): Se afadié a una concentracién de 1
ng/ml.

En la placa de cultivo se incluyeron también pocillos con la suspensién celular
y sin mitdégeno alguno, con el fin de medir la expresion del receptor de la lL-6 a lo
largo de los diferentes dias de cultivo, y poder compararla con los hallazgos de
dicho receptor en la membrana de las células que habian estado en contacto con los
mitégenos empleados.

4.6.c. Estudio del receptor de la IL-6 en la membrana
de los linfocitos B de la LLC-B en cultivo y de los antigenos
CD25 y CD71

Después de permanecer las células en cultivo los dias determinados con
anterioridad, se procedié al analisis del receptor de la IL-6 en la membrana de
superficie de las células B leucémicas mediante citometria de flujo. También se
estudié la presencia de los antigenos CD25 y CD71 en dichas células.
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Se recogio el medio de cultivo que contenia las células objeto del estudio con
una pipeta Pasteur, y se incorporo a un tubo de centrifuga de 10 ml estéril. Se lavo
el pocillo de la placa de cultivo suavemente con RPMI completo y se anadid el
resultado de este lavado al tubo de centrifuga. Posteriormente se realizaron dos
lavados como se ha detallado en el apartado 2.1.. Se resuspendieron las células en
medio completo y se practico el contaje, al tiempo que se analizd la viabilidad
celular, mediante el empleo del azul tripan.

La combinacién de anticuerpos monoclonales frente a antigenos de
superficie de membrana estudiados fue la siguiente;

- CD3, IL-6, CD19: Se utilizé de nuevo un método indirecto de medida de la
expresion del receptor de la IL-6, pues lo que se analizd es la presencia de la
citocina, conjugada con PE, en la superficie celular.

- CD25, CD71, CD19: Con esta combinacién de anticuerpos monoclonales se
valoro la expresion de la cadena alfa del receptor de la interleucina 2 (CD25) y el
porcentaje de las células en proliferacion (CD71); todo ello sobre células B (CD19).

- CD45, CD14, CD3: Sirvié para valorar el porcentaje de monocitos (CD14) y
de linfocitos T (CD3) presentes en la muestra estudiada.

El procesamiento de las muestras para su analisis se realizé por la técnica de
inmunofluorescencia directa, como se describe previamente en el apartado 3.1.b.
En esta ocasién también se realizaron los controles de autofluorescencia e isotipo,
va detallados en el apartado 3.1.c., asi como la determinacion de la viabilidad
celular mediante citometria de flujo. La adquisicién de las muestras y el analisis en

el citdmetro de flujo se llevd a cabo segin se ha explicado en el apartado 3.1.c.

4.7, Estudio del ciclo celular de los linfocitos B de la
LLC-B en cultivo

Este experimento se realizé para estudiar el porcentaje de células leucémicas
en las diferentes fases del ciclo celular, tras 3 y 7 dias en cultivo, y en contacto con
diferentes agentes mitégenos. El procedimiento consté de las siguientes etapas:
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4.7.a. Cultivo

Las células B leucémicas se cultivaron en medio completo a una
concentracién de 1x10° células por ml. Se sembraron por duplicado en placas
estériles de 24 pocillos, con fondo plano, de forma que quedase al final un volumen
de 2 mi por pocillo. El tiempo de cultivo fue de 3 y 7 dias.

Todos los cultivos celulares realizados se desarrollaron en condiciones de
esterilidad, manteniéndose a 37°C en atmoésfera con 5% de CO3z v 95% de humedad

relativa.

4.7.b. Adici6én de mitégenos al cultivo de células B

Los mitégenos que se afiadieron al cutivo, el dia cero, fueron:

- Interleucina 2 recombinante (IL-2): Se usd a la concentracién de 100 U/ml.

- Phorbol 12, 13-Dibutyrate (PDB): Se empled a la concentracion de 25
ng/ml. Se utiliz6 tanto de forma aislada como en combinacién con la IL-6 y con la IL-
2.

- Interleucina 6 recombinante (IL-6): Se afiadio en el estudio de las muestras
de linfocitos B a una concentracion de 1 ng/ml.

- La cepa Cowan 2 del Staphylococcus aureus (SAC2): Se adicion6 de la forma
detallada en el apartado 3.6.

- Fitohemaglutinina {PHA): Se emple¢ a la dosis de 10 pg/ml.

En la placa de cultivo se incluyeron también pocillos con la suspension celular
y sin mitégeno alguno, con el fin de medir la respuesta de fondo, asi como para
estudiar la respuesta proliferativa espontanea de las células de la LLC-B.

4.7.c. Obtencién y preparacién de las muestras para
el analisis del ciclo celular

Se recogio el medio de cultivo que contenia las células objeto del estudio y se
incorporé a un tubo de centrifuga. Se lavd el pocillo de la placa de cultivo
suavemente con RPMI completo y se anadio el resultado de este lavado al mismo
tubo. Se realizaron dos lavados, de la misma forma que se ha detallado en
apartados anteriores, y se resuspendieron las células en medio completo,
practicandose el contaje y analizandose la viabilidad celular.
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Se distribuyeron las células en los diversos tubos de analisis del citémetro,
anadiéndose a cada uno 1 ml de etanol por cada 4x106 de células Después de una
incubacién de 15 minutos a 4°C se hizo un lavado con 4 ml de RPMI (diez minutos a
400 g y a 4°C). Posteriormente se decant6 y se afnadié ioduro de propidio (IP), en
una cantidad igual a la mitad de la empleada con el etanol. Se esperd un minimo de
20 minutos (tiempo en el que las muestras estuvieron protegidas de la luz) y se
procedio al analisis de las muestras mediante el programa "Cell fit" del citémetro
de flyjo.

4.7.d. Anélisis del ciclo celular mediante citometria
de flujo (Programa "Cell fit")

En el citémetro de flujo, el detector FL-2 midi6é la intensidad de la
fluorescencia naranja-rojo. El IP es una sustancia naranja-rojo que se une a los
acidos nucleicos de doble cadena; esta union se puede cuantificar mediante el
detector FL-2. La cantidad de fluorescencia es proporcional al contenido de ADN de
la célula. Hay dos parametros adicionales que proporciona el DDM ("Doublet
Discrimination Module"), y que permiten distinguir dos células juntas (dobletes) de
células simples. Estos parametros son: FL2-area (FL2-A) y FL2-anchura (FL2-W, del
inglés "width"). Por ejemplo, se empledé un "dot-plot" con FL2-W y FL2-A para
distinguir dos células antes de la sintesis de ADN (células en fase Gp/G]) de una
célula tras la sintesis de ADN (células en fase G2/M). En la mayoria de los casos, FL2-
A da una medida mejor de la fluorescencia del IP. Puesto que la emisién de
fluorescencia del IP entra en el campo del detector FL-3, no se empled este detector
en el estudio.

El programa "Cell fit" no puede distinguir entre las fases Gg/G1, con el
estudio de la intensidad de fluorescencia y, también las células en fase Go y M

aparecen como una unica poblacién.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos cuantitativos de este estudio se presentan de forma resumida con
la media, desviacion tipica (DS), tamafio de la muestra, rango vy, en ocasiones, la
mediana.

Previamente a los calculos estadisticos se contrastaron las hipdtesis de
normalidad con el test de Kolmogorov y de homogeneidad de varianzas con el test
de Barlett. La aceptacién o rechazo de las hipdtesis anteriores ayudaron a utilizar
contrastes parametricos 0 no parameétricos respectivamente.

Analisis intragrupos

Para comparar las medias de los indices de proliferaciéon segin el cambio de
las dosis (situacién basal y diferentes dosis utilizadas de IL-6 y Anti-I[L6} y en
aquellas variables que seguian distribuciones normales, se realizé un ANOVA
(Analisis de wvarianza) para medidas repetidas, seguido por el test de
comparaciones multiples de Newman-Keuls.

En aquellas muestras en las que se rechaza la hipotesis de normalidad, las
respuestas a los cambios de dosis, se realizaron mediante un ANOVA no
paramétrico (contraste de Friedman}, y las comparaciones individuales mediante el

test de rangos de Wilcoxon para datos apareados.

Andlisis intergrupos

Se utilizé el contraste t de Student para comparar los grupos, cuando las
variables cuantitativas cumplian las hipétesis establecidas. Si esto no ocurria, las
muestras se compararon mediante el contraste no paramétrico U de Mann-Whitney

para muestras independientes.

El ANOVA de Kruskall-Wallis es el test no paramétrico utilizado cuando se

contrastaban mas de dos muestras y no se cumplian las hipotesis establecidas.
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Para todos los contrastes estadisticos se han considerado niveles de
significacion inferiores a 0.05 en contraste bilateral.

El analisis estadistico fue realizado en el departamento de Bioestadistica de

la Clinica Puerta de Hierro. Los datos fueron procesados mediante un ordenador
Micro-Vax Il con programas elaborados en la Seccién de Bioestadistica
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RESULTADOS



1. ESTUDIO INMUNOFENOTI{PICO DE LAS CELULAS
MONONUCLEADAS DE SANGRE PERIFERICA

Después de obtener las células mononucleadas de sangre periférica (CMSP),
procedentes de muestras de sangre de pacientes con LLC-B, se realizé un analisis de
los antigenos de superficie de membrana mediante citometria de flujo. De esta
forma se consiguié diferenciar las siguientes poblaciones celulares:;

1.1. Poblacion de linfocitos T

En todas las muestras, excepto en una -paciente niimerc 17 de la serie- se
analizé la expresion del antigeno de superficie de membrana CD3 (Pan T) en las
CMSP. El porcentaje de células T presentes en cada muestra oscilo entre el 0.5% y el
51.0% (media + D.S.: 15.1% = 13.6). Diecinueve pacientes {50.0%) tenian menos
de un 10% de linfocitos T en sangre periférica; trece (34.2%) entre un 10-20%; y
en seis de los pacientes (15.8%) el porcentaje de células mononucleadas, que en
sangre periférica expresaban el antigeno CD3, era superior o igual al 30% (Tablas 6
vy 8).

En veintiséis pacientes se estudié ademas la expresién de los antigenos de
superficie de membrana CD4 y CD8, por parte de los linfocitos T de sangre
periférica, que oscilo en el caso del antigeno CD4 entre el 0.4 y el 33.0% {(media +
D.S.: 9.4% + 8.3), v en el CD8 entre el 0.1% y el 17.0% (media £ D.S.: 5.0% + 3.6}.
En el analisis realizado, s6lo un paciente mostraba el cociente CD4/CD8 inferior a
uno; en el resto -veinticinco pacientes- el valor del cociente era superior a uno. No
se observd la presencia de células de la estirpe linfocitaria T que expresaran, de
forma conjunta en su superficie, los antigenos CD4 y CD8 (Tablas 6 y 8). Las
poblaciones positiva y negativa para cada uno de estos antigenos estaban
claramente diferenciadas entre si.
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TABLA 6. FENOTIPO DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS DE SANGRE

PERIFERICA EN CADA PACIENTE

Pac. | CD3 _CD4 CD8 |CD14]CD16 _CD56
1 9* 6 3 1 -
2 2 - - 0 0
3 2 - - 2 0
4 0.5 0.4 0.1 0 0
5 7 4 3 3 -
6 2 - - 3 2
7 10 6 4 5 2
8 10 6 4 1 3
9 14 9 5 1 -
10 13 7 6 1 i
11 45 - - 16 13
12 35 - - 0 2
13 7 4 3 0 0
14 3 2 1 0.5 0
15 17 12 5 4 6
16 8 5 3 0 0
17 - - - - 13
18 19 14 S 3 2
19 1 - - 0 0
20| 23 12 10 4 -
21 6 4 2 2 -
22 9 5 4 0.5 3
23 13 1 7
24§ 30 25 5 6 -
25 51 - - 13 20
26 3 2 1 0.5 1
27 5 3 2 1 1
28 15 - - 3 5
29 39 29 10 4 -
30 19 - - 1 4
31 2 - - 0 0
32 20 10.5 9.5 7 -
33 22 12 10 1 -
34 8 5 3 3.5 -
35 6 3.5 2.5 0 -
36§ 23 16 7 4 -
37 50 33 17 13 -
38 4 1 3 3 -
39 ¢ 23 17 6 8 -

;OHW'—'NHO@. o
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71
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74
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* Los valores representan porcentajes de positividad, excepto la expresién de la

cadena ligera de la inmunoglobulina x o .
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1.2. Poblacién de células "natural killer”

En treinta y tres pacientes se emple6é un anticuerpo monoclonal frente al
antigeno de superficie de membrana CD56, que caracteriza la poblacién de células
"natural killer" (NK). S6lo dos de esos pacientes tenian un porcentaje superior al
10% e inferior al 20% (13% y 16%) de células NK entre las CMSP. E] resto de las
muestras presentaba un porcentaje de células NK comprendido entre el 0 y 9%
(media + D.S.: 2.3% + 3.7) (Tablas 6 vy 8).

En las fases iniciales del estudio se utilizé también, en veinticuatro
pacientes, un anticuerpo monoclonal frente al antigeno de superficie CD16
-expresado por las células NK y por una proporcién de linfocitos T-. El porcentaje de
células positivas para dicho antigeno oscilo entre el 0 y el 20% (media + D.S.: 3.7%
+ 5.0). En cuatro de las muestras anteriores no se habia analizado la expresion del
antigeno CD56; tres tenian un porcentaje inferior al 5% de celulas CD16 (+) entre
las CMSP y uno tenia un 13% (Tablas 6 y 8). No se estudié la coexpresion de los
antigenos de superficie de membrana CD56, CD16 y CD8, que identifican
subpoblaciones fenotipicas de células NK.

1.3. Poblacidén de monocitos

En todos los pacientes, exceptc en uno -paciente numero 17 de la serie- se
analizo la expresion del antigeno de superficie de membrana CD14, que caracteriza
a los monocitos, que oscild entre el 0 y el 16% {media = D.S.: 3.0% + 3.8). Treinta y
dos pacientes (84%) tenian un porcentaje inferior o igual al 5% de monocitos entre
las CMSP; tres tenian entre el 5 y el 10%; y otros tres pacientes tenian un porcentaje
superior al 10% de monocitos (13%, 13%, 16%) (Tablas 6 y 8).
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TABLA 7.

PURIFICACION EN CADA PACIENTE

FENOTIPO DE LAS CELULAS B LEUCEMICAS TRAS SU

HLA-

Pac.| CD3 | CD14 | CD16 CD56 1 CD19 CD20 CDS5 DR | CD25
1 0* 0 - 0 98 47 99 95 70
2 0 0 - 0 99 64 99 99 -
3 0 S 0 0 87 81 - 85 -
4 0 0 1 0 99 52 99 99 -
5 1 4 0 0 94 74 95 99 0
6 0 1 1 0 92 84 - 95 -
7 0 3 2 0 98 84 98 98 90
8 0 1 - 1 98 87 98 29 93
9 0.5 0.5 1 0 99 82 51 99 0
10 0 1 2 0 929 59 95 98 70
11 | 18** 17 12 5 535 50 33 53 -
12 1 ¢ O o 79 35 82 85 -
13 0 0 1 0 99 72 99 99 10
14 3 1 - 1 96 32 98 97 -
15 1 1 - 0 94 94 82 97 -
16 0 0 0 0 99 73 99 100 65
17 5 0 - 2 95 26 63 97 -
18 0 0 2 0 94 83 94 100 70
19 1 0 0 0.5 97 44 56 23 -
20| 0.5 1 - 0 91 72 90 88 45
21 0 0 3 0 99 84 99 99 68
22 O 3 1 0 98 96 95 98 80
23 2 5 4 4 90 81 70 94 -
24 0 21 8 4 77 83 22 89 65
25 3 30 11 6 60 33 13 84 -
26 0 1 1 1 929 65 96 93 35
27 | 0.5 1 1 0 98 70 93 99 70
28 | 15** 3 3 - 87 - 68 88 -
29 | 49** 3 5 0 64 45 43 63 2
30 | 19** 1 4 - 83 30 92 81 -
31 0 0 0 - 98 - 98 98 -
32 3 10 ~ - 87 84 82 68 -
33 1 1 - 0 98 48 98 98 -
34 3 0.5 - 0 90 31 90 90 -
35 1 1 - 0 98 78 98 99 20
36 2 3.5 - 3 92 82 91 95 95
37 2 32 - 12 42 40 44 82 55
38 0 4 - 0 96 95 96 100 60
39 3 17 - 1 79 75 82 96 15

* Los valores representan porcentajes de positividad.
** Muestras en las que no se realizé purificacidén con hematies de oveja.
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TABLA 8. FENOTIPO DE LAS CMSP Y DE LA POBLACION B PURIFICADA

Antigenos de membrana CMSP Poblacion B purificada
CD3 15.1% + 13.6* 3.4% + 8.7
{0.5% - 51%) (O - 49%)
CD4 9.4% + 8.3 -
(0.4% - 33%)
CD8 5.0% £ 3.6 -
(0.1% - 17%)
CD14 3.0% + 3.8 4.6% £ 7.9
{(0-16%) (0 - 32%)
CD56 2.3% + 3.7 1.2% £ 2.5
(0 - 16%) (0 - 12%)
CD16 3.7% = 5.0 2.7% = 3.3
(0 - 20%) (0-12%)
CD19 78.1% + 19.7 89.7% + 13.3
(13% - 99%) (42% - 99%)
CD20 49.7% + 21.7 65.6% + 21.4
(10% - 919%) (26% - 95%)
CD5 87.7% + 13.4 81.1% + 23.7
(38% - 99%) (13% - 99%)
HILA DR 81.6% + 15.6 92.0% + 10.5
{40% - 99%) (53% - 1009%)
CD25 - 51.3% = 30.9
(O - 95%)
Rosetas con hematies de - 83.9% + 11.3

ratén

* Media £ D.S. (rango).

{(60% - 97%)

124



1.4. Poblaciéon de linfocitos B

Expresion de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas

En veintisiete pacientes se analizé la expresion, en la superficie de la
membrana de los linfocitos, de la cadena ligera de la inmunoglobulina kappa (x) o
lambda (1), mediante anticuerpos monoclonales especificos. Diecinueve pacientes
(70%) expresaban la cadena x, mientras que los ocho restantes (30%} expresaban la
cadena ligera A (Tablas 6 y 8).

Ningin paciente tenia una doble poblacion de linfocitos B, es decir, de
linfocitos que expresaran la cadena x junto con linfocitos que expresaran la cadena
A. Las unicas células que expresaban esos antigenos de superficie eran los linfocitos

B, como se demuestra por la coexpresion del antigeno CD19 (Tabla 9).

Expresién de los antigenos CD19, CD20, CD5 y HLA DR

El linfocito B leucémico coexpresa los antigenos de superficie de membrana
CD19, CD5 y HLA DR. En la Tabla 5 se detalla, de forma individualizada, la
expresion de esos antigenos y no su coexpresion, oscilando entre el 38% y 99%
(media £ D.S.: 87.7% x 13.4) para el CD5; entre el 13% y el 99% para el CD19
(media £ D.S.: 78.1% + 19.7); v entre el 40% y el 99% para el HLA DR (media
D.S.: 81.6% £ 15.6). Por altimo, el linfocito B leucémico expresa el antigeno CD20
en la superficie de membrana, oscilando el porcentaje de células positivas entre el
10% y el 91% (medija + D.S.: 49.7% + 21.7). En todas las muestras estudiadas, las
células CD19 (+) expresaban también los antigenos CD5, HLA DR y CD20, al realizar

el analisis mediante una técnica de triple marcaje (Tablas 6, 8 y 9).

El analisis de la expresién de los antigenos CDS5, CD19 y HLA DR no plante6
problema, por existir una buena discriminacién entre la poblacién positiva y
negativa. No ocurrié lo mismo al estudiar la expresion del antigeno CD20 en las
células B leucémicas, donde se objetivé una poblacién celular uniforme que no
presentd una buena discriminacién frente al valor elegido como negativo, por su
baja densidad antigénica en la superficie de la membrana de los linfocitos B. Por
eso, como se ha detallado en el apartado de Pacientes, Material y Métodos, se
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TABLA 9. FENOTIPO DE LAS CELULAS B LEUCEMICAS: ANALISIS POR
TRIPLE MARCAJE. PORCENTAJE DE EXPRESION

CDh19+ CD19+ A/ - CD19+ CD71-
Paciente CD5+ CD20+ K-/ + R-IL6+ CD25+
HLA DR+ CD5+ CD19+ CD5+ CD19+
1 99.8 98.0 97.0 93.0 75.0
2 99.9 98.2 99.9 96.0 -
3 98.2 96.2 - - -
4 99,1 98.6 99.7 99.0 -
5 99.9 99.9 99.9 99.0 0
6 97.9 96.3 - - -
7 95.5 87.6 85.5 91.4 99.0
8 94.7 96.2 98.5 99.0 99.0
9 97.9 100 99.0 92.4 0
10 96.6 94.0 99.0 95.0 99.0
11 98.6 95.5 - - -
12 98.7 98.2 - - -
13 98.7 98.0 98.6 90.0 10.0
14 99.0 92.0 99.0 94.9 -
15 99.0 99.0 99.0 99.0 -
16 98.7 97.0 98.0 82.0 98.9
17 99.0 99.1 - - -
18 100 99.3 99.9 95.0 99.9
19 99.5 99.4 - - -
20 98.0 100 100 98.0 100
21 99.9 98.9 99.9 97.0 9g.9
22 95.5 90.2 99.0 96.0 94.8
23 97.9 98.0 - - -
24 99.8 88.9 99 .8 98.3 99.6
25 98.9 96.9 - - -
26 96.7 98.7 98.7 90.3 99.9
27 98.0 98.0 100 95.2 99.0
28 98.7 - - - -
29 91.4 99.2 99,2 95.2 98.1
30 100 98.9 - -
31 99.5 - - 87.0 -
32 96.9 98.7 96.2 91.2 -
33 89.0 99.8 99.9 91.5 -
34 99.3 99 .4 98.0 99.3 -
35 99.0 99.2 99.9 98.9 99.4
36 90.1 90.0 - - 99.9
37 95.3 94.2 100 93.9 98.8
38 99.8 99.7 99,7 83.2 99,7
39 99.8 58.1 96.9 83.1 83.6
Total 97.8 + 2.6 959+ 7.1 98.5 + 3.0 93.7+ 5.0 83.7+ 334
n=32 (90.1 - 100) (58.1 - 100) (85.5-100) (82.0- 99.3) (0 -100)

* Media + D.S. (rango)
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ha utilizado un procedimiento matematico -facilitado por el programa Lysys II del
citometro de flujo- que, mediante sustraccién de histogramas, permite el calculo
aproximado de las células analizadas que expresan el antigeno de superficie de
membrana CD20.

Determinacién de los receptores para los hematies de
ratén

En diez pacientes de la serie se analiz6 la presencia de receptores para
hematies de ratdn en las células B purificadas, oscilando los resultados entre el 60%
y el 97% (media + D.S.: 83.9% £ 11.3).

2. ESTUDIO INMUNOFENOTIPICO DE LA POBLACION DE
LINFOCITOS B PURIFICADA

Después de la eliminacion de las células T de las CMSP (realizacion de una
seleccidn negativa con hematies de carnero tratados con AET), se ha realizado un
analisis fenotipico mediante citometria de flujo, con el fin de valorar el grado de

purificacion de las muestras,

2.1. Poblacién de linfocitos T, monocitos y células NK

Cuatro muestras tenian un porcentaje de linfocitos T superior al 5% (15%,
18%, 19%, 49%) en la poblacién celular purificada, mientras que en las treinta y

cinco muestras restantes el porcentaje de células T fue inferior al 5% (Tablas 7 y 8).
Siete muestras tenian un porcentaje de monocitos superior al 5% (6.5%,

10%, 17%, 17%, 21%, 30%, 32%) en la poblacién celular purificada. En las treinta y
dos muestras restantes el porcentaje de monocitos fue inferior al 5% (Tablas 7 y 8).
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Respecto a las células NK, dos muestras tenian un porcentaje superior al 5%
(6%, 12%), a juzgar por la expresion del antigeno de membrana de superficie
CD56. En el resto de las treinta y tres muestras estudiadas, el porcentaje de
positividad fue igual o inferior al 5% (Tablas 7 y 8).

2.2. Poblacion de linfocitos B

Las células B estudiadas son linfocitos B leucémicos, que expresan al mismo
tiempo los antigenos de membrana CDS5, CD19, CD20, HLA DR y la cadena ligerax o
A de la inmunoglobulina. Esta coexpresion antigénica viene reflejada en la tabla 8 y

se demostrd mediante una técnica de triple marcaje (Figuras 2, 3, 4 v 5).

En conjunto, el porcentaje de células B de las muestras celulares, obtenidas
tras la técnica de seleccidén negativa con hematies de carnero tratados con AET,
oscild entre el 85.5% y el 100% (media + D.S.: 98.5% + 3.0). Treinta de las treinta
y nueve muestras estudiadas tenian un porcentaje igual o superior al 95% (Tabla
9). Esta es la poblacion celular con la que se ha desarrollado el resto del trabajo
experimental.

Porcentaje de expresién antigénica

El porcentaje de expresion de los antigenos CD5, CD19 y HLA DR en las
células leucémicas fue paralelo. El porcentaje de células positivas para el antigeno
CD5 oscil6 entre el 13% y el 99% (media + D.S.: 81.1% z 23.7); para el CD19 entre
el 42% y el 99% (media = D.S.: 89.7% 1 13.3), y en el caso del HLA DR estuvieron
comprendidas entre el 53% y el 100% (media £ D.S.: 92.0% x 10.5). Por 1ltimo, la
expresion del CD20 varid entre el 26% y el 95% (media = D.S.: 65.6% + 21.4).
Todos estos valores se obtuvieron mediante el programa de analisis "Lysys II" del
citometro de flujo (Tablas 7 y 8). '
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FIGURA 2. Anéalisis por "Lysys II" de la poblacién leucémica
purificada. Expresién del CD5 (FITC), CD19 (PE), HLA-DR (TC).



Lt

5

————— e i

]
P T .

A [ O =l st 1da e b
FE-aF=Heaghk ===0 FLE=H-LEE FITE ===
LESE o h o] L i bl o 1h]
h |
| B
E %
i . i )
s B
£ -
E B
E X
4‘ EF nr §

# LI T8 1g

T TR

FLI-HALD® FITE =3



131



FIGURA 3. Anélisis por "Paint a gate" de la poblacién leucémica
purificada. Expresién del CD5 (FITC), CD19 (PE), HLA-DR (TC)

FIGURA 4. Analisis por "Paint a gate" de la poblacién leucémica
purificada. Expresién de la cadena 1 de las inmunoglobulinas
(FITC), x (PE), CD19 (TC)
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Intensidad de fluorescencia

Se ha hallado el valor de la intensidad de fluorescencia para los antigenos
CD5, CD19, CD20, cadenas x 0 A y HLA DR como medida indirecta de la densidad
antigénica en la superficie de la membrana celular. Los resultados de la media y
mediana de medias de las intensidades de fluorescencia vienen expresados en las
Tablas 10a y 10b, respectivamente.

La intensidad de expresién de los antigenos de superficie CD5 y CD19 fue
similar, aunque ligeramente superior para el CD19, cuando se estudié con
anticuerpos monoclonales conjugados con fluoresceina (FITC). El antigeno CD45
FITC se expresé de forma mas intensa que los antigenos CD19 y CD5.

Cuando el analisis se hizo con un anticuerpo monoclonal conjugado con
ficoeritrina (PE), la intensidad de fluorescencia del antigeno CD19 fue superior a la
del CD20. Destaca la menor densidad antigénica del CD20 en la superficie de los
linfocitos B de la LLC-B, con relacion al resto de los antigenos que caracterizan la
célula leucémica, incluido la expresion de la cadena ligera de la inmunoglobulina
kappa o lambda. Las cadenas k 0 A se han estudiado con anticuerpos monoclonales
conjugados con fluoresceina o ficoeritrina dependiendo de las ruestras, y en
ambos casos la densidad antigénica fue mayor cuando se utilizaron conjugados con
PE.

Cuando el estudio se realizd con anticuerpos especificos conjugados con una
sustancia fluorescente naranja (TC), la intensidad de fluorescencia fue mayor para
el antigeno HLA DR, que para los antigenos CD19 y CD5, y a su vez mayor para el
CD19 que para el CD5.

2.3. Expresién del antigeno de activacién CD25

En veintiuna de las muestras se analiz6é la expresion del antigeno de
superficie de membrana CD25, que representa la cadena alfa del receptor de la
interleucina 2 (Tabla 7). En todos los casos se estudié la presencia del antigeno en
las células B, a juzgar por la coexpresion del CD19, demostrada mediante una
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TABLA 10,

ESTUDIADOS EN LA POBLACION B LEUCEMICA

a) MEDIA DE MEDIAS z D.S. (RANGO).

Antigenos de

membrana FITC PE TC
CD19 48.8 £ 21.9 246.7 + 113.3 306.1 £ 179.5
(18.9 - 99.2) {(60.2 - 579.6) (20.8 - 817.0)
CD5 45.3 + 26.2 - 1989 + 127.9
(4.6 - 104.6) (17.5 - 500.2)
CD20 - 77.1 + 118.2 -
(8.5 - 610.8)
HILA DR - - 533.2 £ 692.5
(58.7 - 3574.6)
CD45 126.0 =+ 68.3 - -
(37.8 - 276.1)
A 32.9/ 110.6 £ 101.9/ -
(22.5 - 274.0)/
/x /17.5 2 7.7 /130.7 £ 78.4 -
/(6.3 - 28.00) /(43 - 341.8)
CD71 8.6+ 3.3 - -
(4.3 -16.2)
CD25 - 19.1 + 9.2 -
(5.6 - 35.3)
b) MEDIANA DE MEDIAS.
Antigenos de
membrana FITC FE TC
cDh1¢9 43.6 211.2 284.6
CD5 44.1 - 175.0
CDh20 - 39.0 -
HILA DR - - 726.7
CD45 116.4 - -
Ax 32.9/19.0 116.5/118.4 -
CD71 8.1 - -
CD25 - 16.6 -

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DE LOS ANTIGENOS
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técnica de triple marcaje (Tabla 9; Figura 6). El andlisis se llevé a cabo en todas las
muestras con un anticuerpo monoclonal conjugado con ficoeritrina.

La media del porcentaje de células que expresaban la cadena alfa del
receptor de la IL-2 fue del 51.09% + 30.9 (rango: 0 - 95%) (Tablas 7 y 8). Seis de los
pacientes con LLC-B expresaban el CD25 en un porcentaje igual o inferior al 20% de
sus células; en tres de ellas la presencia del CD25 era practicamente inexistente. En
las quince muestras restantes, la expresién del CD25 oscild entre el 35% y el 95%.

Se ha hallado el valor de la intensidad de fluorescencia para el antigeno
CD25. La media de medianas de la intensidad de fluorescencia fue de 19.1 + 9.2
(rango: 5.6 - 35.3), v la mediana de medianas de 16.6 (Tablas 10a y 10b). Ambos
valores fueron inferiores a los obtenidos para el resto de los antigenos de
membrana estudiados en los linfocitos B leucémicos, ya detallados.

Al igual que ocurria con el CD20, se ha objetivado para el CD25 una
poblacion celular uniforme sin una buena discriminacién frente al valor elegido
como negativo, por su baja densidad antigénica en la superficie de membrana. Por
eso, al emplear el método de la sustraccidn de histogramas, el porcentaje de células
que expresaban la cadena alfa del receptor de la IL-Z aumento.

2.4. Expresion del antigeno de proliferacién CD71

Los linfocitos B de las muestras purificadas no expresaban, en situaciéon
basal, el antigeno de proliferaciéon CD71 (el porcentaje fue O en todas las
diecinueve muestras analizadas). El estudio se ha realizado c¢on un anticuerpo
monoclonal conjugado con fluoresceina. De igual forma que para el antigeno CD25,
se ha estudiado la coexpresion de los antigenos CD19 y CD71 mediante una técnica
directa de marcaje con triple color (Figura 6). La media de medias de la intensidad
de fluorescencia fue 8.6 + 3.3 (rango: 4.3 - 16.2) y la mediana de medias 8.1
(Tablas 10a y 10b).

135



136



FIGURA 5. AnAlisis por "Paint a gate" de la poblacién leucémica
purificada. Expresién del CD19 (FITC), CD20 (PE), CDS (TC)

FIGURA 6. Analisis por "Paint a gate" de la poblacién leucémica
purificada. Expresién del CD71 (FITC), CD25 (PE), CD19 (TC)
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2.5. Expresion del receptor de la IL-6 en la membrana
de los linfocitos B leucémicos

Se estudio la expresion del receptor de la IL-6 mediante técnicas de
inmunofluorescencia directa e indirecta.

2.5.a. Técnica de inmunofluorescencia directa

En veintiocho pacientes se estudi6é la expresion del receptor de la
interleucina 6 en la membrana de los linfocitos B leucémicos en situaciéon basal.
Para ello se empled la propia interleucina 6 -ligando de dicho receptor- conjugada
con ficoeritrina y se realizd el andlisis sobre la poblacion de células leucémicas
CD19 (+), CD5 (+) (Figuras 7 y 8).

En todos los casos se objetivo la presencia del receptor de 1a IL-6 en un 91.2%
+ 4.9 (rango: 85% - 100%) de las células tumorales (Tabla 11). Estos resultados
provienen de realizar el calculo matematico de la sustraccion de histogramas que
efectia el programa "Lysys II" del citdmetro de flujo, ya que al igual que ocurria con
el antigeno CD25 y CD20, el R-IL6 tiene una baja densidad antigénica en la
superficie de la membrana de los linfocitos B leucémicos.

Se analizo la expresion del receptor de la IL-6 en las células leucémicas de las
muestras segiin el estadio de la clasificacion de Rai. De los veintiocho pacientes
estudiados, dieciséis estaban en el estadio 0, expresando el R-1L6 en el 93.1% = 4.6
(rango: 85% - 100%); tres estaban en el estadio I, expresando el R-IL6 en el 88.3% =
2.9 (rango: 85% - 90%); ocho en el I, expresando el R-IL6 en el 88.7% + 5.2 (rango:
80% - 95%); uno en el estadio III, que expresaba el receptor de la citocina en el 90%
de las células; por ultimo, ninguno estaba en €l estadio IV.

Cuando se distribuyeron los pacientes segan los grupos de riesgo
diferenciados por Rai, se observé una diferencia significativa (p < 0.05) entre la
expresion del receptor de la IL-6 en los linfocitos B de las dieciséis muestras en el
grupo de riesgo bajo {estadio 0) y la de las once incluidas en el grupo de riesgo
intermedio (estadios I y II). No se pudo realizar el estudio estadistico entre esos dos
grupos de riesgo y el formado por los pacientes en el grupo de riesgo alto (estadios

Il y IV), por constar éste de s6lo un paciente,
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FIGURA 7. AnAlisis por "Lysys II" de la expresién del receptor de la
IL-6 en la poblacién leucémica purificada, mediante una técnica
directa de inmunofluorescencia y utilizando como ligando la IL-6
conjugada con PE. Empleo del cadlculo matematico de la sustraccién
de histogramas. Expresién del CD19 (FITC), R-IL6 (PE), CD5 (TC).
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FIGURA 8. Andlisis por "Paint a gate" de la expresién del receptor
de la IL-6 en la poblacién leucémica purificada, mediante una
técnica directa de inmunofluorescencia y utilizando como ligando la
IL-6 conjugada con PE. Expresién del CD19 (FITC), R-IL6 (PE), CD5
(TC)
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Se hall6 la intensidad de fluorescencia de la expresién del R-IL6. La media de
medias de la intensidad de fluorescencia fue de 17.4 + 5.2 (rango: 7.5 - 27.4); la
media de medianas fue de 15.7 £+ 4.9 (rango: 6.4 - 25.9) (Tablas 10a, 10by 11).
Estos valores son similares a los obtenidos en el analisis de la expresién del CD25
en las mismas células leucémicas y, por lo tanto, inferiores a los objetivados para el
resto de antigenos de membrana.

2.5.b. Técnica de inmunofluorescencia indirecta

En quince de los veintiocho pacientes anteriores se analizé la expresion del
receptor de la interleucina 6 en la membrana de los linfocitos B leucémicos
utilizando un anticuerpo especifico frente a dicho receptor, por una técnica de
inmunofluorescencia indirecta. El anticuerpo monoclonal se conjugd con
fluoresceina. El estudio se realizd sobre la poblaciéon de células B purificadas, tras
haber llevado a cabo la exclusion de los linfocitos T de la poblaciéon leucémica
(Figura 9).

Se objetivo la presencia del receptor de la IL-6 en un 20 a 85% de las células
tumorales, con una media del 52.5% + 16.7 (Tabla 12). Estos resultados provienen,
de igual forma que se describe para la técnica directa, de realizar el calculo
matematico de la sustraccién de histogramas que efectta el programa "Lysys 1I" del
citometro de flujo.

Se analizo la expresion del receptor de la IL-6 en las células leucémicas de las
muestras distribuidas segan los estadios de la clasificacién de Rai. De los quince
pacientes estudiados, diez estaban en el estadio 0 y expresaban dicho antigeno de
membrana en el 50.6% + 19.1 (rango: 20% - 85%); un enfermo estaba en el estadio
I, y expresaba el receptor de la citocina en el 53% de las células; cuatro en el estadio
II, con una expresion del 48.7% + 5.4 (rango: 40% - 55%); ningun paciente estaba
en el estadio IlT o IV.

Se hallé la intensidad de fluorescencia de la expresién del R-IL6. La media de
medias de la intensidad de fluorescencia fue de 13.4 + 8.2 (rango: 3.6 - 34.5); la
media de medianas fue de 6.3 + 2.0 (rango; 2.9 - 11.0) (Tabla 12). Estos valores
son inferiores a los obtenidos en el andlisis de la expresiéon del receptor de la

interleucina 6, realizado mediante la técnica directa.
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FIGURA 9. Analisis por "Lysys II" de la expresién del receptor de la
IL-6 en la poblacién leucémica purificada, mediante una técnica
indirecta de inmunofluorescencia. Expresiéon del CD19 (FITC), R-ILé
(PE)
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TABLA 11. ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DEL R-IL6 MEDIANTE
TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA EN LOS LINFOCITOS B DE
LA LLC: PORCENTAJE DE EXPRESION (CON Y SIN SUSTRACCION) E
INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (L.F)

Paciente R-IL6 (%) R-IL6 (%6) R-IL6 (L.E.) R-IL6 (LF)

sustraccién medias medianas
1 40 90 15.2 13.2
2 50 90 14.5 12.8
4 75 90 24.5 23.8
5 80 95 22.1 21.2
7 85 95 12.0 11.1
8 60 95 13.0 10.8
9 65 90 15.5 14.7
10 50 85 17.8 16.4
13 60 90 19.1 17.9
14 50 95 22.2 17.3
15 85 95 20.1 19.1
16 50 90 24.0 17.7
18 50 90 18.0 16.4
20 75 95 27.4 25.9
21 70 95 13.0 11.8
22 60 90 16.8 15.1
24 85 100 23.6 20.1
26 45 85 12.7 11.3
27 70 95 24.2 22.8
29 85 100 21.0 19.3
31 35 85 7.5 6.4
32 45 85 15.1 13.4
33 45 80 10.7 10.0
34 55 85 25.0 23.7
35 80 100 16.8 15.6
37 55 90 15.1 14.0
38 45 90 12.0 10.3
39 40 90 9.3 7.5

n=28 60.4%z 15.6* 91.2% £ 4.9 17.4 £ 5.2 15.7 £+ 4.9

(35% - 85%) (85% - 100%) | (7.5 - 27.4) {6.4 - 25.9)
* Media + D.S. (Rango)

146



TABLA 12. ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DEL R-IL6 MEDIANTE
TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN LOS LINFOCITOS B
DE LA LLC: PORCENTAJE DE EXPRESION (CON Y SIN SUSTRACCION) E
INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA (LF)

Paciente R-IL6 (%) R-IL6 (%) R-IL6 (1.F) R-IL6 (LF)
sustraccion medias medianas
5 10 35 7.7 5.1
7 15 50 12.6 5.7
9 10 40 12.2 8.4
13 15 50 11.3 7.0
16 25 50 17.9 11.0
18 10 20 3.6 2.9
21 20 45 9.0 5.1
22 10 45 5.5 3.8
24 30 85 8.2 5.2
27 25 55 11.0 7.5
29 45 85 34.5 8.0
35 20 60 23.0 8.2
37 25 70 10.6 6.8
38 20 53 25.9 5.5
39 10 45 7.4 4.2
n=15s 19.3% + 9.5* 52.5 z 16.7 13.4 + 8.2 6.3+ 2.0
(10% - 45%)  {209% - 85%) (3.6 - 34.5) (2.9 -11.0)

* Media + D.S. (Rango)
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3. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCEMICOS AL PDB, A LA PHA Y AL SAC? + PDB

Los experimentos se disefiaron con una duracién de tres y siete dias; en el
primer caso se utilizaron 100.000 células por pocillo y en el segundo 100.000 ¥
500.000 células por pocillo. Se analizé la respuesta proliferativa de los linfocitos B
leucémicos en cultivo a la PHA y al éster del forbol (PDB) de forma aislada (en
cultivo de tres y siete dias), y al activador policlonal de linfocitos B (SAC2) en

combinacion con el PDB (en cultivo de tres dias).

3.1. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres dias

El estudio de la respuesta proliferativa al PDB y a la PHA incluyo treinta y
nueve muestras de linfocitos B purificados. Tras excluir los pacientes cuyo
porcentaje de monocitos y/o linfocitos T era superior al 5%, los resultados se
redujeron al analisis de treinta muestras. Por lo que hace referencia al uso del
SAC7 en asociacion al PDB, el analisis se realizé en dieciocho muestras (Tabla 13;

Figura 10).

3.1.a. Empleo del PDB de forma aislada

La media de los indices de proliferacién obtenidos con el PDB fue de 2.97 +
9.71 (rango: 0.22 - 54.10), y la mediana fue de 1.16.

3.1.b. Empleo de la PHA de forma aislada

La media de los indices de proliferacién obtenidos con la PHA fue de 1.02 *
1.19 (rango: 0.22 - 6.50). El valor de la mediana fue de 0.68, valor esperado por
ser el PHA un estimulo para la proliferacién de células T y estar trabajando con
linfocitos B de la LLC-B.
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TABLA 13. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO

CON PDB, PHA Y SAC; + PDB

Numero de

Cultivo PDB PHA SAC2 + PDB**
muestras
3 dias; 297 + 9.71%* 1.02 + 1.19 1.84 + 2.23
100.000 30 (0.22 - 54.10) (0.22 - 6.50) (0.25 - 8.29)
cél./pocillo 1.16 0.68 1.03
7 dias; 1.31 £ 1.40 3.06 % 3.25 -
100.000 17 (0.34 - 5.84) (0.27 - 9.32)
cél./pocillo 0.84 1.32
7 dias; 1.32 + 0.98 3.75 £ 6.64 -
500.000 21 {0.00 - 3.16) (0.00 - 21.45)

cél./pocillo

* Media + D.S. (rango). Mediana.

1.14 0.88

** F] namero de muestras analizadas fue de 18.
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FIGURA 10. Determinacién de la respuesta proliferativa (valores medios) de los linfocitos B de la LLC-B a
los diferentes mitégenos utilizados: iL-2 (10 y 100 U/ml) -aislada o en asociacién al PDB-, PDB, PHA, SAC
+ PDB, IL-6 (20 y 1.25 ng/ml) -aislada o en asociacién al PDB-, Anti-IL6 (25 y 1.5 mcg/ml) -aislado o en
asociacién al PDB-. Experimento realizado con una duracién de tres dias y una concentracién celular de
100.000 células por pocillo.




3.1.c. Empleo del SAC2 en asociacién al PDB

La media de los indices de proliferacion obtenidos con la asociacion del SAC»

y el PDB fue de 1.84 + 2.23 (rango: 0.25 - 8.29). La mediana de los indices de
proliferacion fue de 1.03.

3.2, Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a siete dias

Los experimentos de proliferacién se llevaron a cabo utilizando una
concentracion de 100.000 y 500.000 células por cada pocillo de la placa de
proliferacion.

3.2.a. Estudio de la proliferacion de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete dias con 100.000 células por
pocillo

Se utilizaron el éster del forbol y la PHA sin combinaciéon con otros
mitégenos. El estudio de la respuesta proliferativa a ambos mitégenos incluyo
diecisiete muestras de células B purificadas, una vez separadas del andlisis tres
muestras cuyo grado de purificacion no reunia los criterios exigidos (Tabla 13;
Figura 11).

3.2.a.1. Empleo del PDB de forma aislada

La media de los indices de proliferacién obtenidos con el PDB fue de 1.31 ¢
1.40 (rango: 0.34 - 5.84), y la mediana de 0.84.

3.2.a.2. Empleo de la PHA de forma aislada

La media de los indices de proliferacién obtenideos con la PHA fue de 3.06 +
3.25 (rango: 0.27 - 9.32). El valor de la mediana fue de 1.32.
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FIGURA 11. Determinacién de la respuesta proliferativa (valores medios) de los linfocitos B de la LLC-B a los
diferentes mitogenos utilizados: IL-2 (10 y 100 U/ml} -aislada o en asociacién al PDB-, PDB, PHA, IL-6 (20 y
1.25 ng/ml) -aislada o en asociacién al PDB-. Experimento realizado con una duracién de siete dias y una
concentracion celular de 100.000 células por pocillo.



3.2.b. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete dias con 500.000 células por
pocillo

Se utilizaron el éster del forbol y la PHA sin combinacién con otros
mitégenos. El estudio de la respuesta proliferativa a ambos mitdégenos incluyé
veintiuna muestras de linfocitos B purificados, habiendo nuevamente excluido del
analisis dos pacientes con insuficiente grado de purificacién celular leucémica
(Tabla 13; Figura 12).

3.2.b.1. Empleo del PDB de forma aislada

La media de los indices de proliferacién obtenidos con el PDB fue de 1.32 +
0.98 (rango: 0.00 - 3.16), v la mediana de 1.14.

3.2.b.2. Empleo de la PHA de forma aislada

La media de los indices de proliferacién obtenidos con la PHA fue de 3.75 +
6.64 (rango: 0.00 - 21.45). El valor de la mediana fue de 0.88, lo que refleja la
ausencia de linfocitos T en las muestras analizadas.

4. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCEMICOS A LA IL-2 EXOGENA

Se analiz6 1a respuesta proliferativa de los linfocitos B leucémicos a la IL-2
(dosis de 10 U/ml y 100 U/ml)} y a la IL-2 en combinacién con el éster del forbol
{PDB). La duracién de los cultivos fue de tres vy siete dias (Figuras 10, 11, 12 v 13}.
También se analizd si el grado de expresion del antigeno CD25 por las células
leucémicas tenia relacion con la respuesta proliferativa de estas células en cultivo,
con los mitdégenos mencionados.
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FIGURA 12. Determinacién de la respuesta proliferativa (valores medios) de los linfocitos B de la LLC-B a
los diferentes mitégenos utilizados: IL-2 (10 y 100 U/m|) -aislada o en asociacion al PDB-, PDB, PHA, IL-6
(20 y 1.25 ng/ml) -aislada o en asociaciénllal PDB-, AntillLG (25 y 1.5 mcg/ml) -aislado o en asociacién al

PDB-. Experimento realizado con una duracidn de siete dias y una concentracién celular de 500.000

células por pocillo.

Anti-IL6 (1.5 mcg/mi) + PDB
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FIGURA 13. Determinacion de la respuesta proliferativa (valores medios) de los linfocitos B de la LLC-B a
los diferentes mit6genos utilizados: IL-2 (10 y 100 U/ml) -aislada o en asociacién al PDB-, PDB, PHA,
SAC + PDB, IL-6 (20 y 1.25 ng/ml) -aislada o en combinacién con el PDB-, Anti-IL6 (25 y 1.5 mcg/ml) -
aislado o en asociacién al PDB-. Experimentos realizados con una duracién de tres y siete dias, con una

concentraciéon celular de 100.000 y 500.000 células por pocillo (c/p).
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4.1. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres dias

La concentracién celular empleada fue de 100.000 células por pocillo de la
placa de proliferacion. Se utilizé la IL-2 a las dosis de 10 y 100 U/ml, de forma
aislada y en combinacién con el éster del forbol. Tras haber realizado el
experimento en treinta y siete pacientes, el analisis incluyé veintinueve muestras
de linfocitos B purificados, ya que las demds no presentaron el grado de
purificacién celular leucémico apropiado (Tabla 14).

4.1.a. Empleo de la IL-2 de forma aislada

La media de los indices de proliferacion para la IL-Z exdgena empleada a la
dosis de 10 U/ml fue de 1.13 + 1.04 (rango: 0.21 - 4.14; mediana: 0.80); v a la
dosis de 100 U/ml fue de 1.60 = 1.20 (rango: 0.32 - 5.79; mediana: 1.56) (p <
0.001).

Por lo tanto, la IL-2 recombinante utilizada en el cultivo como mitoégeno
aislado no indujo la proliferacién de los linfocitos B leucémicos, puesto que las
medias de los indices de proliferacién no superaron la cifra establecida de 2.00.

4.1.b. Empleo de la IL-2 en asociacién al PDB

Al utilizar la [L-2 recombinante a la dosis de 10 U/ml, en combinacion con el
éster del forbol, la media de los indices de proliferacion fue de 3.83 + 13.25
(rango: 0.23 - 72.22; mediana: 0.80), y de 3.44 + 9.76 al emplear la IL-2 a la dosis
de 100 U/ml en asociacién al PDB (rango: 0.23 - 53.23; mediana: 1.03) (p < 0.05).

La combinacion de esta citocina con el éster del forbol no tuvo un efecto
positivo sobre la proliferacién celular leucémica. 1a asociacion de ambos mitégenos
no llevé consigo un aumento en los valores de los indices de proliferacion con
respecto al empleo de la IL-2 de forma aislada (n.s.}. Estos resultados derivan de los
datos obtenidos de las medianas de los indices de proliferacién, mas valorables que
las cifras de las medias, debido al elevado valor de la desviacion tipica.
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TABLA 14, INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON IL-2 E IL-2 + PDB

Cultivo Numero de IL-2: IL-2: PDB + IL-2: PDB + IL-2:
muestras 10 U/ml 100 U/ml 10 U/ml 100 U/mi

3 dias; 1.13 £+ 1.04* 1.60+ 1,20 3.83 +13.25 3.44 +9.76

100.000 29 (0.21 - 4.14) (0.32 -5.79) (0.23 -72.22) (0.23 - 53.2)
cél./pocilio 0.80 1.56 0.80 1.03

7 dias; 0.95 + 0.50 2.40 + 2.55 1.12 £ 1.56 6.04 + 17.86

100.000 14 (0.35 - 1.99) (0.87 -10.48) (0.20 - 5.85) (0.21 - 61.2)
cél./pocillo 0.82 1.48 0.62 0.66

7 dias; 3.55 £ 5,62 15.91+35.81 2.62 + 2.77 10.62 + 24.5

500.000 14 {0.16 - 21.7) (0.17 -133.2) (0.17- 10.30) (0.14 - 88.8)
cél./pocillo 1.69 4.24 2.11 1.48

* Media + D.S. (rango). Mediana.
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4.1.c. Influencia de la expresién del antigeno CD25
por las células leucémicas en la respuesta proliferativa a la IL-
2, empleada sola o0 en combinacién con el PDB

En diecinueve de las veintinueve muestras estudiadas se determiné la.
expresion del antigeno de activacién CD235. Cinco de ellas presentaban el CD25 en
un porcentaje inferior al 20% (0, 0, 2%, 10%, 15%) y en las catorce muestras
restantes la expresion de dicho antigeno de membrana era superior o igual al 20%.

El valor de la media de los indices de proliferaciéon, al emplear la IL-2
recombinante a 10 U/ml y 100 U/ml, tanto de forma aislada como en asociacién al
éster del forbol, fue inferior en los pacientes que expresaban el antigeno CD2Z5 en
un porcentaje inferior al 20%, que en las catorce muestras de linfocitos B
purificados cuya expresiéon del CD25 era superior o igual al 20% (Tabla 15). Sin
embargo, el analisis estadistico no demostrdé una diferencia estadisticamente

significativa.

4.2. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a siete dias

Los experimentos de proliferacién se llevaron a cabo utilizando unas
concentraciones de 100.000 y 500.000 células por pocillo.

4.2.a. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete dias con 100.000 células por
pocillo

En este analisis se incluyeron catorce muestras de linfocitos B purificados,
una vez excluidas otras dos muestras con insuficiente grado de purificacién celular
leucémica. Al igual que en el experimento previo, se empled la IL-2, sola o en
combinacién con el éster del forbol, a las dosis de 10 U/ml y 100 U/ml (Tabla 14).
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TABLA 15. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON IL-2 e IL-2 + PDB: 3 DIAS DE CULTIVO/100.000 CELULAS POR
POCILLO

Pacientes IL-2: IL-2: PDB + IL-2: PDB + IL-2:
n=19 10 U/ml 100 U/ml 10 U/ml 100 U/mi

CD25 < 20%]| 0.61 + 0.24 * 1.21 + 0.78 1.04 £ 0.21 1.11 + 0.20
n=>5 (0.33 - 0.78) (0.32 - 1.78) (0.80 - 1.16) {0.98 - 1.34)

CD25 2 20%{ 1.22 z 1.13 1.53 + 1.12 1.91 + 2.14 2.16 + 2.61
n=14 (0.21 - 4.02) {0.55 - 4.80) (0.25 - 5.90) {0.23 - 8.05)

* Media + D.S. (rango).

TABLA 16. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON IL-2 e IL-2 + PDB: 7 DIAS DE CULTIVO/500.000 CELULAS POR
POCILLO

Pacientes IL-2: IL-2: PDB + IL-2: PDB + IL-2:
n=14 10 U/ml 100 U/ml 10 U/ml 100 U/ml

CD25 < 20%| 0.62 = 0.48* 1.67 + 1.93 0.48 = 0.34 0.52 £ 0.38
n=3 (0.16-1.12) (0.17 - 3.85) (0.17 - 0.84) (0.26 - 0.96)

CD25 = 20% | 5.06 + 6.63 22.04 + 42.24 3.21 + 3.17 14.24 + 28.50
n=11 (1.04 - 21.69) (0.96 - 133.17) (0.22 - 10.30) (0.14 - 88.84)

* Media £ D.S. {rango).
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4.2.a.1. Empleo de la IL-2 de forma aislada

La media de los indices de proliferacion para la IL-2 exégena empleada a la
dosis de 10 U/m! fue de 0.95 + 0.50 (rango: 0.35 - 1.99; mediana: 0.82), y cuando
se usd a dosis de 100 U/ml fue de 2.40 = 2.55 (rango: 0.87 - 10.48; mediana:
1.48) (p < 0.05).

4,2,a.2. Empleo de la IL-2 en asociacién al PDB

Al utilizar la IL-2 ex6gena a la dosis de 10 U/ml en combinacién con el éster
del forbol, la media de los indices de proliferacién fue de 1.12 + 1.56 (rango: 0.20
- 5.85; mediana: 0.62), v de 6.04 + 17.86 (rango: 0.21 - 65.25; mediana: 0.66) al
emplear la 11-2 a la dosis de 100 U/ml en asociacién al PDB (n.s.).

En resumen, y al igual que se observo cuando el experimento se llevd a cabo
con una duracion de tres dias, existi¢ diferencia significativa entre el uso de la IL-
2, de forma aislada, a la dosis de 100 U/ml vy a la de 10 U/ml. Ademas, la
combinacion de la IL-2 con el éster del forbol no tuvo un efecto positivo sobre 1a
proliferacién celular leucémica. Por ultimo, 1a asociacién de ambos mitégenos no
llevé consigo un aumento en los valores de los indices de proliferaciéon con respectoe
al empleo de la IL-2 de forma aislada, aunque si existi6é diferencia significativa (p <
0.05) en el empleo de la 1L-2 a la dosis de 100 U/m], sola y en asociacion al PDB.
Estos resultados derivan de los datos obtenidos de las medianas de los indices de
proliferacién, mas valorables que las cifras de las medias, debido al elevado valor
de la desviacion tipica (Tabla 14).

4.2.b. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete dias con 500.000 células por
pocillo

En este analisis se incluyeron quince muestras de linfocitos B purificados. Al
igual que en los experimentos previos, se empleé la IL-2, sola o en combinacion con
el éster del forbol, a las dosis de 10 U/mt y 100 U/mli (Tabla 14).
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4.2.b.1. Empleo de la IL-2 de forma aislada

La media de los indices de proliferacién para la IL-2 exdgena empleada a la
dosis de 10 U/ml fue de 3.55 + 5.62 (rango: 0.16 - 21.69; mediana: 1.69), y
cuando se uso a la dosis de 100 U/ml fue de 15.91 + 35.81 (rango: 0.17 - 133.17;
mediana; 4.24) (p < 0.05).

4.2.b.2. Empleo de la IL-2 en asociacién al PDB

Al utilizar la IL-2 recombinante a la dosis de 10 U/ml, en combinacion con el
éster del forbol, la media de los indices de proliferacion fue de 2.62 + 2.77 (rango:
0.17 - 10.30; mediana: 2.11), y de 10.62 + 24.46 (rango: 0.14 - 88.84; mediana:
1.48) al emplear la IL-2 a la dosis de 100 U/ml en asociacién al PDB (n.s.).

En conclusién, la IL-2 exdgena a la dosis de 100 U/ml, estimula la
proliferacion de los linfocitos B purificados, cuando se emplea de forma aislada, a
diferencia de lo que ocurre cuando se utilza a la dosis de 10 U/mli (p < 0.05).
Asimismo, la IL-2 a la dosis de 10 U/ml en combinacién con el éster del forbol tuvo
un efecto positive sobre la respuesta proliferativa. Por Gltimo, existié diferencia
significativa en el empleo de la IL-2 de forma aislada, con ambas dosis utilizadas, y
con la asociacién de la citocina al PDB (p < 0.05). De la misma manera que en los
analisis previos, se escogio el valor de la mediana de los indices de proliferacion,
por ser la cifra de la desviacién tipica muy elevada (Tabla 14).

4.2.b.3. Influencia de la expresién del antigenc CD25 en
la proliferacién celular leucémica a la IL-2, empleada sola o en
combinacién con el PDB

En catorce de las quince muestras estudiadas se determiné la expresion del
antigeno de activacion CD25. Tres de ellas presentaban el CD25 en un porcentaje
inferior o igual al 15% (0, 0, 10%) vy en las once muestras restantes la expresion de
dicho antigeno de membrana era superior o igual al 209%.

El valor de la media de los indices de proliferaciéon, al emplear la [L-2

recombinante a 10 U/ml y 100 U/ml, tanto de forma aislada como en asociacién al

éster del forbol, fue inferior en los pacientes que expresaban el antigenoc CD25 en
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un porcentaje igual o inferior al 15%, que en las once muestras de linfocitos B
purificados cuya expresion del CD25 era superior o igual al 20%. Esto era cierto al
emplear la IL-Z recombinante a 10 U/ml y 100 U/ml, tanto de forma aislada como
en asociacién al éster del forbol (Tabla 16). Sin embargo, sélo la utilizacién de la IL-
2 de forma aislada y a la dosis de 10 U/ml llevé consigo una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05).

5. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCEMICOS A LA IL-6 EXOGENA:

Se realizaron estudios de proliferacién con una duracién de tres y siete dias.
Se analiz6 la accidon de la IL-6, sola o en combinacién con otros mitégenos, sobre la
proliferacion de los linfocitos B leucemicos.

5.1. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres dias

Con las treinta y nueve muestras de células leucémicas purificadas se realizé
un estudio de proliferacion, con una duracidn de tres dias y utilizando una
concentracion celular de 100.000 células por pocillo (Tabla 17; Figuras 10 y 13).

5.1.a. Empleo de la interleucina 6 de forma aislada

El analisis incluyé las treinta muestras con un buen grado de purificacién, en
las que se llevo a cabo el estudio. En este experimento la IL-6 exégena no hizo
proliferar las células leucémicas en ninguna de las dieciséis dosis utilizadas (20
ng/ml a 0.625 pg/ml). Los indices de proliferacién no fueron superiores a 2.00 en
ningun caso. No se observé una relacion lineal dosis de IL-6/respuesta proliferativa
(Tabla 17).
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Tampoco se objetivé una inhibiciéon de la proliferacién de las células
leucémicas por la IL-6 recombinante en las dosis empleadas, pues la media de los
indices de proliferaciéon no fue inferior a 0.50 para ninguna de las dosis de IL-6
empleadas. Todas los valores de las medias de los indices de proliferacidén con las
diferentes dosis de IL-6 eran inferiores a 1.00. Estas cifras oscilaron entre
0.56+0.14 (rango: 0.31 - 0.82; para la dosis de IL-6 de 2.5 ng/ml) y 0.83 = 0.54
(rango: 0.25 - 2.44,; para la dosis de IL-6 de 625 pg/ml) (p < 0.05).

Las cifras de las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.53 (con 2.5 ng/ml de IL-6) y 0.81 (con 5 ng/ml de IL-6). Con
todas las dosis de IL-6 exdgena empleada existia un 25% de pacientes con indices
de proliferacién inferior a 0.50, y un 75% de los mismos con indices inferiores a
1.09.

5.1.b. Empleo de la IL-6 en asociacién con el PDB

En este apartado se detallan los resultados obtenidos en el estudio de
proliferacion celular de los linfocitos B leucémicos cuando se emplearon, de forma
conjunta, la IL-6 en sus diferentes dosis (20 ng/ml! a 0.625 pg/ml} y el PDB. En
conjunto se analizaron treinta muestras, las mismas incluidas en el experimento
anterior.

La combinacién de ambos mitégenos no estimuld la proliferacién de las
células leucémicas purificadas, a ninguna de las dieciseis dosis de IL-6 utilizadas
(20 ng/ml a 0.625 pg/ml). Los indices de proliferacion no fueron superiores a 2.00
en ningun caso. No se observd una relaciéon lineal dosis de IL-6/respuesta
proliferativa, aunque si se objetivé diferencia significativa (ANOVA con p < 0.05)
entre las tres primeras dosis (20 ng/ml, 10 ng/ml y 5 ng/ml) y el resto de las dosis
de IL-6 empleadas. Tampoco se objetivé inhibicidén de la proliferacién por la
combinacion de IL-6 recombinante y PDB.

Las medias de los indices de proliferaciéon de las diferentes dosis de I1-6
asociadas al PDB oscilaron entre 0.60 £ 0.34 (rango: 0.18 - 1.75; para la dosis de
IL-6 de 20 ng/ml) y 1.26 + 1.34 (rango: 0.18 - 7.22; para la dosis de IL-6 de 0.625
pg/ml) (p < 0.05). Las medias de dichos indices estaban incluidas entre 0.93 =
0.49 y 1.09 + 0.66 para el abanico de dosis de IL-6 -en combinacién con el PDB-
comprendidas entre 2.5 ng/ml y 1.25 pg/ml, por lo que la respuesta
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TABLA 17. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON IL-6

Dosisde I1-6 | gt it colas/porillo. celuias pocille.
0ng/m | LTTR) ©32-219 (002 08D
ong/ml | 0555026 (©030-189)  (0.02-088)

ww | AR GBI 48R
25 ng/ml 031° 082) 0,35 - 147) (0,00 - 103
e | R0 RIS g0
SRV E R S
www | SEUHE GRNR G50
sowm | GRUOR QRIS ABER
wm | ORUE O BEUE GRE
wpvml | OIRTIS) 05771 00" Lae
o | GG GBE BN
10 pg/ml 011 = 35 028 L7 016 1a8)
e | GSIN 0Bl anen
SN I S E
1.25 pg/ml ©.03 270 028 - 1.80) 099 118)
0625 pg/mi 012 2:74) 039 - o1 010 459)

* Media + D.S. (Rango).
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TABLA 18. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON I1-6 + PDB

* Media + D.S. (Rango).

3 dias; 100.000 7 dias; 100.000 7 dias; 500.000

Dosis de IL-6 + PDB células/pocillo células/pocilio células/pocillo
0.60 £ 0.34 0.69 £ 0.44 0.56 £ 0.92
20 ng/ml (0.18 - 1.75) (0.22 - 1.90) (0.03 - 4.28)
0.74 = 0.39 0.97 + 0.84 0.72  1.25
10 ng/ml (0.23 - 1.61) (0.26 - 3.86) (0.02 - 5.84)
0.84 + 0.58 1.61 + 1.90 0.59 + 0.36
5 ng/ml (0.18 - 2.34) (0.37 - 7.99) (0.13 - 1.48)
1.03 + 0.68 1.01 + 0.95 0.96 = 0.92
2.5 ng/ml (0.16 - 2.98) (0.34 - 3.90) (0.13 - 3.93)
1.08 + 0.85 1.09 + 0.59 1.27 + 1.26
1.25 ng/ml (0.26 - 4.38) (0.43 - 2.98) (0.01 - 5.20)
1.02 £ 0.69 1.19 + 1.08 1.59 + 1.91
625 pg/ml (0.21 - 3.72) (0.29 - 4.95) (0.35 - 7.78)
1.07 + 0.80 1.03 + 1.38 1.14 + 0.79
312 pg/ml (0.26 - 3.69) (0.23 - 6.23) (0.16 - 3.03)
0.93 £ 0.61 1.14 + 1.01 1.23 + 0.90
156 pg/ml (0.32 - 2.72) (0.37 - 4.48) (0.22 - 3.57)
1.01 £ 0.59 1.01 + 0.89 1.08 + 0.69
80 pg/ml (0.24 - 2.79) (0.32 - 3.93) (0.18 - 2.51)
1.09 + 0.66 0.89 = 0.82 1.20 £ 0.72
40 pg/ml (0.19 - 2.94) (0.31 -3 .87) (0.27 - 2.87)
0.97 = 0.55 1.25 + 1.11 1.21 + 0.72
20 pg/ml (0.24 - 2.04) (0.17 - 4.85) (0.39 - 3.14)
1.03 + 0.58 1.17 + 0.87 1.19 £ 0.73
10 pg/ml (0.22 - 2.38) (0.37 - 3.97) (0.34 - 3.10)
S oo/mm] 1.02 + 0.53 0.95 £ 1.09 1.14 + 0.71
pg (0.20 - 2.23) (0.25 - 4.37) (0.33 - 2.82)
5 s oo/ml 1.05 + 0.77 1.17 + 1.06 1.16 + 0.89
> Pg (0.27 - 3.72) (0.33 - 3.97) (0.14 - 3.32)
0.93 + 0.49 1.07 + 0.93 1.53 + 2.05
1.25 pg/ml (0.35 - 2.00) (0.44 - 3.99) (0.15 - 8.66)
1.26 + 1.34 0.85 1 0.74 1.85 + 2.92

0.625 pg/ml (0.18 - 7.22) (0.23 - 3.04) (0.16 - 12.02)
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proliferativa de las células leucémicas a esa combinacién de mitégenos se puede
considerar nula (indice de proliferacion alrededor de 1.00) (Tabla 18).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacion estaban
comprendidos entre 0.56 (para la dosis de IL-6 de 20 ng/ml con el PDB) y 0.99
(para la dosis de IL-6 de 20 pg/ml con el PDB). Con las dosis de IL-6 de 20 ng/ml a
2.5 ng/ml -asociadas al PDB- existia un 25% de pacientes con indices de
proliferacion inferior a 0.50. Con todas las dosis de IL-6 empleadas en combinacién
con el éster del forbol existia un 10% de pacientes con indices de proliferacion
inferior a 0.50.

En relacién al uso de las dosis de IL-6 de forma aislada, la combinacion de la
citocina con el PDB estimuld la proliferacion de las células B leucémicas de forma
significativa, respecto al empleo de la I1-6 sola, con las dosis de 2.5 ng/ml, y a
partir de la de 312 pg/mi hasta la ultima de 0.625 pg/ml (p < 0.05) (Figura 14).

5.1.c. Empleo de la IL-6 en asociacién con SAC?2

En dieciséis pacientes se realiz6 el estudio de la respuesta proliferativa de
las células B leucémicas cuando se habia afiadido al medio de cultivo la IL-6
recombinante y el activador policlonal de los linfocitos B SAC». Las doce dosis de I1-
6 empleadas estuvieron comprendidas entre 1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml. La
concentracion celular fue de 100.000 células por pocillo de la placa de
proliferacion.

La combinaciéon de ambos mitdgenos no sirvié de estimulo de proliferacion a
las células leucémicas purificadas, en ninguna de las dosis de IL-6 utilizadas. Los
indices de proliferacién no fueron superiores a 2.00 en ning@in caso. No se observo
una relacién lineal dosis de IL-6/respuesta proliferativa.

Las medias de los indices de proliferacion de las diferentes dosis de IL-6
asociadas al SACy oscilaron entre 0.80 £ 0.44 (rango: 0.21 - 1.65; para la dosis de
IL-6 de 312 pg/ml) y 1.38 = 1.35 (rango: 0.11 - 5.74; para la dosis de IL-6 de
0.625 pg/ml) (p < 0.05) (Tabla 19).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.55 (para la dosis de IL-6 de 5 pg/ml con el SACy) y 1.10
(para la dosis de IL-6 de 40 pg/ml con el SAC2). Aunque no se objetivd inhibicién
de la proliferacién por la combinacién de IL-6 recombinante y SAC2,
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FIGURA 14. Determinacién de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B a la IL-6 y a la combinacién
de la !t.-6 y el PDB. Experimento realizado con una duracién de tres
dias y una concentracién celular de 100.000 célutas por pocillo.
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TABLA 19. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON IL-6, SACz Y PDB. TRES DIAS DE CULTIVO/100.000 CELULAS POR

POCILLO
Dosis de IL-6 IL-6 IL-6+SAC> | I-6+pDB  1L°0+PDB+
SAC>
0.67 + 0.28% - 0.60 £ 0.34 .
20ng/ml 1 (5737 1751y (0.18 - 1.75)
0.65 + 0.27 ] 0.74 £ 0.39 ;
10ng/ml | 5157128 (0.23 - 1.61)
0.71 + 0.26 ; 0.84 + 0.58 ;
Sng/ml 5587 107) (0.18 - 2.34)
0.56 + 0.14 ] 1.03 + 0.68 ;
2.5ng/ml (4317 0.82) (0.16 - 2.98)
0.79 + 0.39  0.85+ 0.48 | 1.08 + 0.85 1.83 = 2.60
1.25ng/ml | (7537 187) (0.30 - 1.93) | (0.26 - 4.38)  (0.25 - 8.70)
0.83 £ 0.54 097 +0.54 | 1.02+069 205 = 2.58
625 pg/ml | (555-2.44) (023-2.25) | (0.21-3.72) (0.23 - 8.29)
0.69 + 0.46 0.80 + 0.44 | 1.07 + 0.80  1.88 + 2.62
312pg/ml | (5577°215) (0.21-1.65) | (0.26 - 3.69) (0.11 - 8.78)
0.67 032 092:049 | 093+061 2.16 £ 3.00
156 pg/ml | (719~ 171) (0.17 - 2.11) | (0.32 - 2.72) (0.21 - 10.62)
071 £+ 034 1.10:0.72 | 1.01 £ 059  1.80 + 2.53
80pg/ml | (519°1.54) (0.31-2.51) | (0.24-2.79) (0.18 - 8.81)
40 0erml | 075056 126098 | 1.09+066  2.06 & 2.81
pg (0.14 - 2.84) (0.17 - 3.49) | (0.19 - 2.94) (0.21 - 10.32)
0 oe/ml | 067030  086%062 | 097055 196 = 2.81
pg (0.15 - 1.45)  (0.07 - 2.15) | (0.24 - 2.04) (0.26 - 10.21)
076 + 0.65 1.01 + 0.83 | 1.03+ 0.58  1.75 + 2.46
10pg/mt | (5371°3555) (0.12-2.96) | (0.22 - 2.38) (0.17 - 9.57)
5 oo/ml 0.63+0.54 084+079 | 1.02+053 1.72 £ 2.18
pg (0.09 - 3.08) (0.10 - 2.66) | (0.20-2.23) (0.10 - 7.88)
25 oo/l | 0614027 111x1.06 | 105£0.77  1.67 & 2.4
> P8 (0.06 - 1.13)  (0.08 - 2.99) | (0.27 - 3.72) (0.06 - 9.17)
0.70 + 0.51 0.91+0.69 | 093 +049 1.53 + 1.60
125 pg/ml | 55-270) (0.12-2.12) | (0.35 - 2.00) (0.15 - 5.18)
0.70 + 0.54 138+ 1.35 | 1.26 + 1.34¢  2.26 + 2.87
0.625 pg/ml |\ (75572 74) (0.11-5.74) | (0.18-7.22) (0.20 - 9.64)

* Media + D.S. (Rango).
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al constatar que las medias de los indices de proliferacién estaban por encima del
valor de 0.50, se observo que con todas las dosis de [1-6 empleadas en combinaciéon
con el SAC> existia un 10% de pacientes con indices de proliferacion inferior a

0.50.

Cuando se compararon las diferentes dosis de IL-6, empleadas de forma
aislada, con la asociacion de la citocina al SAC, no se observd un efecto
significativo sobre la proliferacién celular leucémica para ninguna de las dosis de
IL-6 empleadas (Figura 15).

5.1.d. Empleo de la IL-6 en asociacién con PDB y
SAC2

En las dieciséis muestras del apartado 5.1.c se realizd el estudio de la
respuesta proliferativa de las células B leucémicas cuando se habia afadido al
medio de cultivo la IL-6 recombinante, el éster del forbol y el SAC. Las dosis de I1-
6 empleadas estuvieron también comprendidas entre 1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml.
La concentracion celular fue igualmente de 100.000 células por pocilio.

La asociacion de los tres mitdégenos estimuld 1a respuesta proliferativa de las
células leucémicas purificadas, en cuatro de las dosis de IL-6 utilizadas. Asi, los
indices de proliferacién fueron superiores a 2.00 al emplear la [1-6 a la dosis de
625 pg/ml (2.05}, 156 pg/ml (2.16), 40 pg/ml (2.06) y 0.625 pg/ml (2.26). No se
observd una relacién lineal dosis de [L-6/respuesta proliferativa.

Los valores de las medias de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 1.53 (con 1.25 pg/ml de IL-6) y 2.26 (con 0.625 pg/ml de IL-
6) (p < 0.05) (Tabla 19).

Todos los valores de las medianas de los indices de proliferacién estuvieron
por debajo de 1.29 y comprendidos entre 0.66 -con 2.5 pg/ml de IL-6- y 1.29 -con
40 pg/ml de IL-6-. Aunque no se objetivé inhibicion de la proliferacidén por la
combinacion de los tres mitégenos empleados, al constatar que las medias de los
indices de proliferacién estaban por encima del valor de 0.50, se observd que con
todas las dosis de IL-6 empleadas en combinaciéon con el PDB y el SAC; existia un

10% de pacientes con indices de proliferacién inferior a 0.50.
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FIGURA 15. Determinacion de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B a la IL-6 y a 1a combinacién

de la iL-6 y el SAC. Experimento realizado con una duracién de tres

dias y una concentracion celular de 100.000 células por pocillo.
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FIGURA 16. Determinacion de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B a la lIL-6 + SAC y a la
combinacién de la 1L-6, el SAC y et PDB. Experimento realizado con
una duracion de tres dias y una concentracion celular de 100.000
células por pocillo.
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Al comparar las diferentes dosis de IL-6 + SAC7, en ausencia y en presencia
del éster del forbol, se observd diferencia significativa en los indices de
proliferaciéon para las dosis de 5 pg/ml, 1.25 pg/ml y 0.625 pg/ml (p < 0.05)
(Figura 16).

Cuando se analizd de forma comparativa las distintas dosis de IL-6 + PDB,
con o sin la combinacién del SAC2, no se objetivé diferencia significativa en

ninguno de los indices de proliferacion obtenidos (Figura 17).

5.2. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a siete dias

Se diseflaron dos tipos de experimentos con una duracién de los cultivos de
siete dias. En el primero de ellos se empled una concentracién de 100.000 células
por pocillo, mientras que el segundo se llevd a cabo utilizando una concentracion de
500.000 células por pocillo,

5.2.a. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete dias con 100.000 células por
pocillo

En veinte muestras de linfocitos B purificados se realizé un estudio de
proliferacién con una duracién de siete dias y una concentracién de 100.000
células por pocillo de la placa de proliferacion. Tres de esas muestras se eliminaron
del analisis por contar con una poblacién de linfocitos T y/0 de monocitos superior
al 5% después de haber llevado a cabo la técnica de seleccion negativa con hematies
de oveja tratados con AET. Al final, el estudio incluyé diecisiete pacientes. En los
cultivos celulares se empleé la IL-6 exégena recombinante, de forma aislada o en

combinacién con el éster del forbol (PDB).

5.2.a.1. Empleo de la IL-6 de forma aislada

En este experimento la IL-6 exdégena no hizo proliferar las células leucémicas

en ninguna de las dosis utilizadas (20 ng/ml a 0.625 pg/ml). Los indices de
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proliferacién no fueron superiores a 2.00 en ningin caso. No se observé una
relacién lineal dosis de IL-6/respuesta proliferativa.

Todas los valores de las medias de los indices de proliferacién de las
diferentes dosis de IL-6 eran inferiores a 1.03, oscilando entre 0.60 + 0.23 (rango:
0.19 - 1.01; para la dosis de IL-6 de 0.625 pg/ml) y 1.03 + 0.49 (rango: 0.42 -
1.97; para la dosis de IL-6 de 1.25 ng/ml) (p < 0.05) (Tabla 17).

Las cifras de las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.60 (con 40 ¥ 5 pg/ml de IL-6) y 0.94 (con 10 pg/ml de IL-6).
Aunque no se objetivd, en conjunto, una inhibicién de la proliferacién por la IL-6
recombinante en las dosis empleadas, si se observé que con todas las dosis de 1L-6
exégena empleada existia un 10% de pacientes con indices de proliferacion
inferior a 0.50.

5.2.a.2. Empleo de la IL-6 en asociacién con el PDB

En este apartado se detallan los resultados obtenidos en el estudio de
proliferacion celular de los linfocitos B leucémicos cuando se emplearon, de forma
conjunta, la IL-6 en sus diferentes dosis (20 ng/ml a 0.625 pg/ml) y el PDB. Se
analizaron los datos de las mismas muestras incluidas en el experimento detallado
en el apartado 5.2.a.

La combinacion de ambos mitdégenos no sirvioé de estimulo de proliferacién a
las células leucémicas purificadas, en ninguna de las dosis de IL-6 utilizadas (20
ng/ml a 0.625 pg/ml}. Los indices de proliferacion no fueron superiores a 2.00 en
ningan caso. No se observd una relacion lineal dosis de IL-6/respuesta. Tampoco se
objetivo inhibicién de la proliferaciéon por la combinacién de IL-6 recombinante y
PDBR.

Las medias de los indices de proliferacion de las diferentes dosis de IL-6
asociadas al PDB oscilaron entre 0.69 + 0.44 (rango: 0.22 - 1.90; para la dosis de
IL-6 de 20 ng/ml) y 1.61 + 1.90 (rango: 0.37 - 7.99; para la dosis de IL-6 de 5
ng/ml) (p < 0.05) (Tabla 18).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacion estaban
comprendidos entre 0.55 {para la dosis de IL-6 de 5 pg/ml con el PDB) y 1.10 (para
la dosis de IL-6 de S ng/ml con el PDB). Con todas las dosis de IL-6 empleadas en
combinacion con el éster del forbol existia un 10% de pacientes con indices de
proliferacion inferior a 0.54.
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Al analizar de forma comparativa los indices de proliferacion de las células B
leucémicas en contacto con la IL-6, sin o con la presencia afnadida del PDB, se
observd diferencia significativa (p < 0.05) dnicamente con la dosis de 11-6 de 5
ng/ml (Figura 18).

5.2.b. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B
de la LLC-B realizado a siete dias con 500.000 células por
pocillo

En veintitrés muestras de linfocitos B purificados se realizé un estudio de
proliferacién con una duracién de siete dias y una concentracién de 500.000
células por pociilo de la placa de proliferacion. Dos de esas muestras se eliminaron
del analisis por contar con una poblacién de linfocitos T y/0 de monocitos superior
al 5% después de haber lievado a cabo la técnica de seleccion negativa con hematies
de oveja tratados con AET. Al final, el estudio incluy6 veintion pacientes. En los
cultivos celulares se emple6 la IL-6 exdgena recombinante, de forma aislada o en
combinacion con el éster del forbol (PDB). La IL-6 recombinante se afiadio al cultivo
en una variedad de dosis comprendidas entre 20 ng/ml y 0.625 pg/ml.

5.2.b.1. Empleo de la IL-6 de forma aislada

En este experimento la I1-6 exdgena no hizo proliferar las células leucémicas
en ninguna de las dosis utilizadas. Los indices de proliferaciéon no fueron
superiores a 1.00 en ningtn caso. No se observo una relacion lineal dosis de IL-
6/respuesta proliferativa, aunque si exixtié diferencia significativa (ANOVA con p
< 0.05) entre las cuatro primeras dosis de citocina (20 ng/ml a 2.5 ng/ml) y el
resto de las dosis de IL-6 usadas (1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml). Si se objetivd una
inhibicién de ia proliferacién por la IL-6 recombinante con cuatro de las dosis de IL-
6 empleadas (20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 2.5 ng/ml}, puesto que las medias de
los indices de proliferacién para esas dosis fueron inferiores a 0.50 (0.28 + 0.22,
0.39 £ 0.25, 0.45 £ 0.27 v 0.47 £ 0.30 respectivamente).

Los valores de las medias de los indices de proliferacion de las diferentes
dosis de IL-6 oscilaron entre 0.28 = 0.22 (rango: 0.02 - 0.81; para la dosis de IL-6
de 20 ng/ml) y 0.88 + 1.04 {rango: 0.10 - 4.59; para la dosis de IL-6 de 0.625
pg/ml) (p < 0.05) (Tabla 17).
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Las cifras de las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.20 (con 20 ng/ml de IL-6) ¥y 0.83 (con 40 y 10 pg/ml de IL-
6). Con todas las dosis de ]L-6 exdégena empleada existia un 10% de pacientes con
indices de proliferacion inferior a 0.50, y un 25% de las mismas con indices
inferiores a 0.61. En el caso concreto de la utilizacién de 20 ng/ml de IL-6, la
mediana de los indices de proliferacion era de 0.20, con un 75% de los pacientes
con indices inferiores a 0.43, y un 90% por debajo de 0.57; al emplear una dosis
de 10 ng/ml, dicha mediana era de 0.34, con el 75% de los enfermos con indices
menores a (0.57; la mediana fue de 0.44 si se usaba 5 ng/ml de IL-6 en los cultivos,
con un 75% de las muestras con indices por debajo de 0.76.

El grado de proliferacion espontanea varié de unos pacientes a otros. Para
aquellos incluidos en el grupo de riesgo bajo de la clasificacion de Rai (estadio 0), el
valor fue de 757 + 452 ¢pm (rango: 173 - 1636); para las muestras del grupo de
riesgo intermedio (estadios [ y II) fue de 1628 + 1793 cpm (rango: 228 - 6240).

5.2.b.2. Empleo de la IL-6 en asociacién con el PDB

Se analizaron las mismas veintitrés muestras incluidas en el experimento

detallado en el apartado anterior.

La combinacién de ambos mitdégenos no sirvié de estimulo de proliferacién a
Ias células leucémicas purificadas, en ninguna de las dosis de IL-6 utilizadas (20
ng/ml a 0.625 pg/ml), puesto que los indices de proliferacién no fueron superiores
a 2.00 en ningan caso. No se observd una relacion lineal dosis de IL-6/respuesta
proliferativa, pero si una diferencia significativa (ANOVA con p < 0.05) entre las
tres primeras dosis de 1L-6 (20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml) y el resto de las dosis de
la citocina empleadas. Tampoco se objetivé inhibicidn de la proliferacion por la
combinacion de I1-6 recombinante v PDB.

Las medias de los indices de proliferacién de las diferentes dosis de IL-6
asociadas al PDB oscilaron entre 0.58 = 0.92 (rango: 0.03 - 4.28; para la dosis de
II-6 de 20 ng/ml) y 1.85 = 2.92 (rango: 0.16 - 12.02; para la dosis de IL-6 de
0.625 pg/ml). Las medias de dichos valores fueron inferiores a 1.00 para las dosis
de IL-6 entre 20 ng/ml y 2.5 ng/ml, y fueron superiores a ese valor para el resto de
las dosis de la citocina (1.25 ng/ml a 0.625 pg/ml) (p < 0.05) (Tabla 18).
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Asimismo, las medianas de los indices de proliferacion estaban
comprendidas entre 0.22 (para la dosis de IL-6 de 20 ng/ml con el PDB) y 1.16
(para la dosis de IL-6 de 40 pg/ml con el PDB). Con todas las dosis de IL-6
empleadas en combinacién con el éster del forbol existia un 10% de pacientes con
indices de proliferacién inferior a 0.59. Para todas las combinaciones de dosis de
I1-6 con PDB, los valores de las medianas de los indices de proliferacion fueron
siempre superiores a los obtenidos cuando tinicamente se empleé la IL-6 como
mitdégeno de forma aislada.

No se evidencié diferencia significativa en los indices de proliferacién
cuando se empleo la IL-6, sola 0 en combinacién con el PDB, excepto cuando las
dosis de citocina utilizada fueron de 2.5 ng/ml, 312 pg/ml, 156 pg/ml y 0.625
pg/ml (Figura 19).

6. RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LOS LINFOCITOS B
LEUCEMICOS A UN ANTICUERPO ESPECIFICO FRENTE A LA IL-6
EXOGENA

Se realizaron los estudios de proliferacién con una duracion de tres y siete
dias. Se analizé la accién del anticuerpo especifico frente a la IL-6, solo o en
combinacién con el éster de forbol, sobre la proliferacion de los linfocitos B
leucemicos. El Anti-IL6 se adiciono en dieciséis dosis comprendidas entre 25 pg/ml

y 0.5 ng/ml.

6.1. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a tres dias

La duracién de los experimentos fue de tres dias y la concentracién celular
fue de 100.000 células por pocillo de la placa de proliferacién.
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6.1.a. Empleo de un anticuerpo especifico frente a la
IL-6

En veinticinco muestras de linfocitos B purificados se realizo el estudio de la
respuesta proliferativa cuando se habia afiadido al medio de cultivo un anticuerpo
especifico recombinante frente a la interleucina 6 (Anti-IL6). El analisis posterior
se redujo a veintidds, tras excluir del estudio tres pacientes con purificacion celular
leucémica insuficiente (Figuras 20 y 22).

Ninguna de las dosis de Anti-IL6 empleada hizo proliferar a las células
leucémicas. Los indices de proliferacién no fueron superiores a 2.00 en ningan
caso. No se observé una relacion lineal dosis de Anti-IL6/respuesta. Tampoco se

objetivé inhibicidén de la proliferacién con el empleo de dicho mitégeno.

Las medias de los indices de proliferacion de las diferentes dosis de Anti-IL6
empleadas oscilaron entre 0.62 + 0.30 (rango: 0.24 - 1.30; para la dosis de Ant-
IL6 de 45 ng/ml) vy 1.01 + 0.84 (rango: 0.18 - 4.27; para la dosis de Anti-IL.6 de 1.5
ug/ml) {(p < 0.05) (Tabla 20).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.55 (para la dosis de Anti-IL6 de 20 ng/ml) y 0.99 (para la
dosis de Anti-IL6 de 750 ng/ml).

Se observé diferencia (p < 0.05) en los indices de proliferacién entre tres de
las dosis utilizadas de Anti-IL6 (6 pg/ml, 3 ug/ml, 180 ng/ml) y las de IL-6 (5

ng/ml, 2.5 ng/ml, 156 pg/ml). No se realizé la comparacién estadistica de todas las

dosis de ambos mitdgenos entre si (Figura 22).

6.1.b. Empleo de un anticuerpo especifico frente a la
IL-6 asociado al éster del forbol

En las veintidés muestras de linfocitos B purificados del apartado anterior se
realizé el estudio de la respuesta proliferativa cuando se emplearon, de forma
conjunta, los mitoégenos Anti-IL6 y PDB, a las dosis comentadas (Figuras 20 y 23).

En este experimento, con tres de las dosis de Anti-IL6 (12.5 pg/ml, 1.5
pug/ml, 750 ng/ml), empleadas en combinacién con el éster del forbol, se obtuvo

una respuesta de proliferacién. Los indices de proliferacion obtenidos con estas
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tres dosis del anticuerpo especifico frente a la IL-6 fueron de 2.04 + 3.01 (rango:
0.31 - 13.92), 2.13 £ 3.51 (rango: 0.44 - 16.47), y 2.05 + 3.29 (rango: 0.53 -
15.83), respectivamente. No se observé una relacion lineal dosis de Anti-
IL6/respuesta proliferativa. Tampoco se objetivo inhibicién de la proliferacion por
el empleo de ambos mitégenos; las medias de los indices de proliferacién fueron en
todos los casos superiores a 1.28. }

Las medias de los indices de proliferacion de las diferentes dosis de Anti-
IL6, empleadas en combinacién con el PDB, oscilaron entre 1.28 + 1.14 (rango:
0.37 - 4.51; para la dosis de Anti-IL6 de 0.5 ng/ml) y 2.13 + 3.51 (rango: 0.44 -
16.47; para la dosis de Anti-IL6 de 1.5 ug/ml) (p < 0.05) (Tabla 20).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidas entre 0.77 (para la dosis de Anti-IL6 de 25 y 3 pg/ml) y 1.35 {(para
la dosis de Anti-IL6 de 1 ng/ml).

Al analizar de forma comparativa las distintas dosis de Anti-IL6, utilizadas
de forma aislada o en combinacién con el PDB, se observé diferencia significativa
en los indices de proliferacion con las todas las dosis de Anti-IL6 adicionadas (p <
0.05) (Figura 20).

Se observé diferencia (p < 0.05) en los indices de proliferacién entre siete
de las dosis de Anti-IL6 utilizadas y las de IL-6, ambos mitdgenos en combinaciéon
con el PDB (Figura 23). No se realizd la comparacién estadistica de todas las dosis de
ambos mitégenos entre si.

6.2. Estudio de la proliferacién de los linfocitos B de la
LLC-B realizado a siete dias

Se disefiaron los experimentos con una duracion de los cultivos de siete dias
y una concentracién de 500.000 células por pocillo de la placa de proliferacién
{Figuras 21, 24 y 25).
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TABLA 20. INDICES DE PROLIFERACION DE LAS CELULAS B EN CULTIVO
CON ANTI-IL6 Y ANTI-IL6 + PDB

Dosis de Anti-| 3 dias. Anti- 3 dias. Anti- 7 dias. Anti- 7 dias. Anti-
116 IL6 IL6 + PDB IL6 IL6 + PDB

25 ug/ml | 078 £0.35*  1.95£3.21 | 219201  2.16 + 1.66

(0.35-1.98) (0.33 - 15.04)| (0.91 - 8.06) (0.19 - 6.27)

0.92 + 0.60 2.04+3.01 | 2.09+209 2.20+ 2.03

125ug/ml 5577315 (031-13.92)| (0.73-9.30) (0.17 - 7.73)

6 ug/ml 0.99 + 042 1.97+2.96 | 2.13+2.22  2.30 + 1.90

(0.36 - 2.24) (0.44 - 14.03)| (0.62-9.61) (0.17 - 6.68)

3 ug/mi 0.80 = 0.39  1.71+2.88 | 2.09+223 2.41+1.91

(0.28 - 2.00) (0.26 - 13.44)| (0.89-9.93) (0.18 - 6.78)

1.5ug/ml | 101£084 2131351 | 221:1.86 233+ 1.84

. (0.18 - 427) (0.44 - 16.47)| (0.89 - 8.44)  (0.16 - 6.13)

0.96 + 037 2.05+3.29 | 2.12+1.91  2.40 + 2.10

750ng/ml | (v39°157) (0.53 - 15.83)| (0.70 - 8.20) (0.17 - 7.32)

0.77 £ 0.42  1.81 +2.85 | 1.29+ 091  2.20 + 1.92

375 ng/ml (5327 190) (0.39 - 13.57)| (0.20 - 4.19)  (0.21 - 6.09)

0.88 + 0.55 1.74+2.65 | 1.17 + 0.86  2.16 + 1.82

180ng/ml | (7317762) (038-12.51)| (0.21 - 4.04) (0.23 - 6.30)

0.68 + 0.26 1.68+2.23 | 1.20+0.81  2.03 = 1.92

0ng/ml | (5977128) (0.33 - 10.44) | (0.26 - 3.78) (0.19 - 7.32)

0.62+030 1.71+239 | 1.05+064 1.80+ 1.78

4smg/ml | 94T 130) (0.31- 11.04)| (0.16 - 3.09)  (0.22 - 7.02)

072 +043 1.72+247 | 0.83+039 1.80 + 1.57

20ng/ml | (7557 177) (032 -11.25)] (0.29-1.93) (0.20 - 5.71)

0.81 = 0.27 1.78+2.07 | 1.06 + 041  2.35 + 2.19

10ng/ml (5317 142) (0.24-9.72) | (0.18-1.91) (0.19 - 8.69)

s ne/ml 073+ 033 174 +215 | 1.02 +0.67  1.68 + 1.40

g (0.27 - 1.47)  (0.25 - 9.61) | (0.15 - 3.32) (0.14 - 4.81)

2 S o/ | 088059  176:222 | 089037 1781124

-5 ng (0.37 - 3.04) (0.33 - 10.40)| (0.18 - 1.93)  (0.18 - 4.15)

! no/end 0.80 £ 0.52 1.80+2.00 | 0.88+033 1.75 =+ 1.21

g (0.32-2.48)  (0.36 - 9.85) | (0.31 - 1.85) (0.19 - 4.08)

05 ne/el | 073£047 1281114 | 081020 142+ 104

-5 ng (0.31 - 2.35)  (0.37-4.51) | (0.39- 1.12) (0.16 - 3.58)

* Media + D.S. (Rango).

182



Indice de proliferacion

*p < 0.05

3_
2—
4
1dm/ﬂ/m\3/z\ﬂ\3
\B/m/‘m
oO-——r—/——TT—TT T T T T T T T T
T T L. T8 LE88EEe n YL
N o— T
o o 2 2 o K & 2 N
" x 8 & = =3
o0 T
N(\i —
-

Anti-IL6 (ng/ml)

FIGURA 20. Determinacién de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B con un anticuerpo especifico
frente a la IL-6 (Anti-IL6) y la combinacién del Anti-IL6 y el PDB.
Experimento realizado con una duracidn de tres dias y una
concentracién celular de 100.000 células por pocillo.

—B—  Anti-IL6 —*— Anti-IL6 + PDB

183



Indice de proliferacion

*p<0.05

2.5x10 4 A
1.25x10 47
6x10 3
3x10 3 A
1,5x10 3
750 7
375
180
90
45 ~
20 1
10 -

5
2,5 7
1,25 7]
0,625 7

Anti-iL6 (ng/ml)

FIGURA 21. Determinacidon de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B con un anticuerpo frente a la iL-
6 (Anti-IL6) y la combinacion del Anti-iL6 y el PDB. Experimento
realizado con una duracién de siete dias y una concentracion celular de
500.000 células por pocillo.
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FIGURA 22. Determinacion de la respuesta proliferativa (valores medios)
de los linfocitos B de la LLC-B a la IL-6 y al anticuerpo frente a la IL-6
(Anti-IL6). Experimento realizado con una duracion de tres dias y una
concentracion celular de 100.000 células por pocillo.
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FIGURA 23. Determinacién de la respuesta proliferativa (valores
medios) de los linfocitos B de la LLC-B a la IL-6 + PDB y al anticuerpo
frente a la IL-6 (Anti-IL6) + PDB. Experimento realizado con una

duracion de tres dias y una concentracion celular de 100.000 células
por pocillo.

—a— |L-6 + PDB ———  Anti-lL6 + PDB

186



6.2.a. Empleo de un anticuerpo especifico frente a la
IL-6 de forma aislada

En dieciséis muestras de linfocitos B purificados se realizé el estudio de la
respuesta proliferativa cuando se habia afiadido al medio de cultivo un anticuerpo
especifico recombinante frente a la interleucina 6 (Anti-IL6), en las dosis ya
mencionadas.

Las seis dosis superiores utilizadas del Anti-IL6 hicieron proliferar las
células B leucémicas (25 pg/ml, 12.5 pg/ml, 6 pg/ml, 3 ug/ml, 1.5 ug/ml, 750
ng/ml). Las medias de los indices de proliferacién fueron, en estos casos,
superiores a 2.00: 2.19 + 2.01 (rango: 0.91 - 8.06), 2.09 + 2.09 (rango: 0.73 -
9.30), 2.13 £ 2.22 (rango: 0.62 - 9.61), 2.09 £ 2.23 (rango: 0.89 - 9.93}, 2.21 +
1.86 (rango: 0.89 - 8.44), v 2.12 + 1.91 (rango: 0.70 - 8.20), respectivamente. No
se observé relacion lineal dosis de Anti-IL6/respuesta proliferativa, aunque si
existié diferencia estadistica (ANOVA con p < 0.05) entre las seis dosis superiores
del anticuerpo frente a la IL-6 (25 pg/ml a 750 ng/ml) y el resto de las dosis
adicionadas. Por Gltimo, no se objetivd inhibicion de la proliferacion por el emplea
de dicho mitogeno.

Las medias de los indices de proliferacion de las diferentes dosis de Anti-IL6
empleadas oscilaron entre 0.81+0.20 (rango: 0.39-1.12; para la dosis de Antj-IL6
de 0.5 ng/ml} y 2.21+1.86 (rango: 0.89-8.44; para la dosis de Anti-IL6 de 1.5
ug/ml) (p < 0.05) (Tabla 20).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.79 (para la dosis de Anti-IL6 de 0.5 ng/ml) y 1.51 (para la
dosis de Anti-IL6 de 1.5 pg/ml).

Se observo diferencia (p < 0.05) en los indices de proliferacion entre las
ocho dosis mas altas de Anti-IL6 (25 pg/mi a 180 ng/ml) y de IL-6 (20 ng/ml a 156

pg/ml) empleadas (Figura 24). No se realizé la comparacién estadistica de todas las
dosis de ambos mitdégenos entre si.
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6.2.b. Empleo de un anticuerpo especifico frente a la
IL-6 asociado al éster del forbol

En las mismas dieciséis muestras de linfocitos B purificados del apartado
anterior se realizo el estudio de la respuesta proliferativa cuando se emplearon, de
forma conjunta, los mitégenos Anti-IL6 y PDB. Las dosis de Anti-IL6 empleadas
estuvieron comprendidas nuevamente entre 25 pg/mt y 0.5 ng/mil.

En esta ocasion, con las nueve dosis superiores de Anti-[L6 (comprendidas
entre 25 ug/ml a 90 ng/ml), y con la de 10 ng/ml, empleadas en combinacion con el
éster del forbol, se obtuvo una respuesta de proliferacion. Las medias de los indices
de proliferacion obtenidos con esas dosis del anticuerpo especifico frente a la IL-6
fueron superiores a 2.00. No se observo una relacion lineal dosis de Anti-
[L6/respuesta proliferativa. Por altimo, no se objetivé inhibicién de la proliferacion
por el empleo de ambos mitégenos.

Las medias de los indices de proliferacion de las diferentes dosis de Anti-
IL6, empleadas en combinacién con el PDEB, oscilaron entre 1.42 + 1.04 (rango:
0.16 - 3.58; para la dosis de Anti-IL6 de 0.5 ng/ml) y 2.41 + 1.91 (rango: 0.18 -
6.78; para la dosis de Anti-IL6 de 1.5 pg/ml} (p < 0.05) (Tabla 20).

Asimismo, las medianas de los indices de proliferacién estaban
comprendidos entre 0.92 (para la dosis de Anti-IL6 de 90 ng/ml) y 2.09 {para la
dosis de Anti-IL6 de 25 ug/ml).

Se compararon las distintas dosis de Anti-IL6, solas y en asociacién al PDB.
Se observé que existia diferencia significativa en los indices de proliferacién con
las dosis de 20 ng/mli, 10 ng/ml, 2.5 ng/ml, 1 ng/ml y 0.5 ng/ml (p < 0.05) (Figura
21).

Se observd diferencia (p < 0.05) en los indices de proliferacién entre las diez
dosis mas altas de Anti-IL6 (25 ng/ml a 45 ng/ml) y de IL-6 (20 ng/ml a 40 pg/ml)
empleadas, ambos mitdégenos en combinacion con el PDB (Figura 25). No se realizé
la comparacién estadistica de todas las dosis de ambos mitdgenos entre si.

En las Figuras 26 y 27 se representan los valores de siete muestras de LLC-B
purificadas, mantenidas en cultivo durante siete dias a una concentracion de
500.000 células/pocillo, en presencia de [L-6 (dosis de 20, 10 y 1,25 ng/ml) o del
Anti-IL6 (dosis de 25, 1,25 y 0.75 ug/ml), comparandolas con el valor basal.
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7. CUANTIFICACION DE LA PRESENCIA DE LA IL-6 Y DE SU
RECEPTOR SOLUBLE EN SUERO

Se analizé la presencia de interleucina 6 y del receptor soluble de la
interleucina 6 en el suero de los treinta y nueve pacientes incluidos en esta serie.
Con el método de ELISA empleado, la concentracién minima de I1-6 detectada es de
0.70 pg/ml, y de 140 pg/ml para el receptor soluble de 1a IL-6.

7.1. IL-6 en suero

En todas las muestras de suero analizadas la concentracion de IL-6 fue
inferior a 0.70 pg/ml (Tabla 21).

7.2. Receptor soluble de la IL-6 en suero

En todas las muestras de suero analizadas la concentracion del receptor
soluble de la IL-6 oscilé entre 77 v 178 ng/ml (media £ D.S.: 144.6 + 20.3) (Tabla
22).

Distribuidos los pacientes segun los grupos de riesgo de la clasificacién de
Rai, las veintidés muestras incluidas dentro del grupo de riesgo bajo (estadio 0)
tenian una concentracién sérica del receptor soluble de la IL-6 de 142.2 + 23.5
(rango: 77.0 - 169.0); para las catorce muestras del grupo de riesgo medio
(estadios [ y II de la clasificacién de Rai) fue de 147.0 £+ 19.9 (rango: 124.5 -
178.0); para las tres muestras del grupo alto {(estadios IlI y IV) fue de 151.8 £ 13.2
(rango: 137.0 - 162.5). Las diferencias no fueron estadisticamente significativas,
como tampoco lo fueron cuando los enfermos se separaron siguiendo el sistema de

estadiaje de Binet.
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TABLA 21. CUANTIFICACION DE LA IL-6 EN SUERO Y EN LOS
SOBRENADANTES DE LAS CELULAS B EN CULTIVO

sobrenadantes de las células B en cultivo (pg/ml)

Pac suero | 24 horas 24 horas 72 horas 72 horas 5 dias 7 dias
"1 pg/ml Basal PDB Basal PDB Basal Basal
1 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7
2 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7
3 <0.7 <0.7 - <0.7 - - -
4 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7
5 <0.7 350 - 360 350 - -
6 <0.7 <0.7 - <0.7 - - -
7 <0.7 125 - 120 240 93 125
8 <0.7 355 - 355 360 360 360
9 <0.7 300 - 325 230 350 -
10 <0,7 270 250 140 - -
11 <0.7 50 - 45 - - -
12 <0.7 261 - 231 - - -
13 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 34 <0.7 <0.7
14 <0.7 <0.7 <0.7 <0.7 2 <0.7 <0.7
15 <0.7 7.5 143 7.5 380 <0.7 <0.7
16 <0.7 22 - 20 46 28 <0.7
17 <0.7 156 - - - 404 172
18 <0.7 25 - 40 200 28 30
19 <0.7 <0.7 - <0.7 11.5 <0.7 28
20 <0.7 60 425 320 625 60 60
21 <0.7 20 50 25 50 20 20
22 <0.7 20 25 20 40 20 20
23 <0.7 25 60 25 110 20 40
24 <0.7 54 - 98 - 56 68
25 <0.7 138 - 112 - 86 70
206 <(.7 <0.7 - 1.8 21 <0.7 <0.7
27 <(.7 344 - 354 22 244 272
28 <0.7 360 - 360 155 360 360
29 <0.7 - - 360 380 - -
30 <0.7 27 - 28 71 43 28
31 <0.7 300 - 305 33 2006 172
32 <0.7 9 - 9 360 9 9
33 <0.7 20 - 20 380 19 21
34 <0.7 30 - 16 - 174 52
35 <0.7 28 28 46 21 28 31
36 <0.7 2 - 1.5 - 2 2
37 <0.7 - - - - - -
38 <0.7 380 360 420 400 370 400
39 <0.7 390 395 380 390 380 381
111.7£140.0 114.6£157.8 12601504 174.3x172.0 108.6t141.6 90.9+127.5
n=39 <0.7 (0.7-390)*  (0.7-425)  (0.7-420)  (0.7-625)  (0.7-404)  (0.7-400)

* Media + D.S. (rango)
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TABLA 22. CUANTIFICACION DEL RECEPTOR SOLUBLE DE LA IL-6 EN
SUERO Y EN LOS SOBRENADANTES DE LAS CELULAS B EN CULTIVO

sobrenadantes de las células B en cultivo (pg/ml)

Pac suero | 24 horas 24 horas 72 horas 72 horas 5 dias 7 dias
* | (ng/ml) Basal PDB Basal PDB Basal Basal
1 130 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
2 157 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
3 137 <3.5 - <3.5 - - -
4 156 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
5 156 <3.5 - <3.5 - - -
6 126 <3.5 - <3.5 - - -
7 165 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
8 166.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
9 124.5 <3.5 - <3.5 - - -
10 135 <3.5 - <3.5 - - -
11 150.5 <3.5 - <3.5 - - -
12 134.5 <3.5 - <3.5 - - -
13 134 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
14 169 - - - - <3.5 <3.5
15 110.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
16 156 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
17 136.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
18 150.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
19 166.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
20 136 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
21 150 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
22 77 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
23 166.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
24 160 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
25 158 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
26 131 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
27 165.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
28 162.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
29 149.5 <3.5 - <3.5 - - -
30 151.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
31 178 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
32 126 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
33 124.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
34 128 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
35 169 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
36 169 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
37 126 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.%
38 128 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
39 124.5 <3.5 - <3.5 - <3.5 <3.5
n=39 (1-,v4;L61i72§',3* <3.5x0 - <350 - <3.5+0 <35z0

* Media + D.S. (rango). Los niveles en personas sanas oscilan entre 13.5 y 45.9
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8. CUANTIFICACION DE LA PRESENCIA DE LA IL-6 Y DE SU
RECEPTOR SOLUBLE EN LOS SOBRENADANTES DE LAS CELULAS
LEUCEMICAS EN CULTIVO

Se analizé la presencia de interleucina 6 y del receptor soluble de la
interleucina 6 en los sobrenadantes de los treinta y nueve pacientes incluidos en
esta serie. Los sobrenadantes se obtuvieron tras mantener las células leucémicas
purificadas en cultive durante uno, tres, cinco y siete dias. El cultivo se realizé sin
el empleo de mitdgenos salvo cuando se llevé a cabo con una duracién de uno y tres
dias, en cuyo caso se empled también el éster del forbol (PDB).

8.1. Deteccién de la IL-6 en los sobrenadantes

La concentracion de IL-6 en los sobrenadantes tras 24 horas de cultivo oscilé
entre 0.7 vy 390 pg/mi (media + D.S.; 111.7 + 140.0); tras 24 horas en presencia
de PDB, la concentracion fue de 114.6 + 157.8 (rango: 0.7 - 425 pg/ml); tras 72
horas en cultive, de 126.0 + 150.4 (rango: 0.7 - 420); después de 72 horas con el
éster del forbol de 174.3 £ 172.0 (rango: 0.7 - 625 pg/ml}; tras cinco dias de 108.6
t 141.6 (rango: 0.7 - 404 pg/ml); por ultimo, tras siete dias en cultivo, sin contacto
con mitégenos, la concentracién de IL-6 en los sobrenadantes fue de 90.9 £+ 127.5
(rango: 0.7 - 400 pg/ml) (Tabla 21). Estas diferencias sélo fueron importantes (p <
0.05) entre la cantidad de citocina detectada tras 24 horas en contacto con PDB y

tras 72 horas en presencia de ese mismo mitégeno.

Cuando se distribuyeron los pacientes segan los gupos de riesgo definidos
por la clasificacion de Rai, se observé que la concentracion de [L-6, detectada en los
sobrenadantes de células B en cultivo sin contacto con el PDB, era mayor en las
muestras de los enfermos incluidos en el grupo de riesgo medio (estadios I y II) que
en el bajo (estadio 0). Sélo tres pacientes pertenecian al grupo de riesgo alto
(estadios [II y IV), por lo que no resulté valorable la comparacioén estadistica en él.
Asi, los valores tras 24 horas de cultivo en situacion basal fueron de 96.7 + 135.3
(rango: 0.7 - 355.0) para las muestras de los pacientes en el grupo de riesgo bajo, y
de 127.1 + 151.0 (rango: 0.7 - 380.0) para el grupo de riesgo medio; tras 72 horas
de cultivo sin contacto con mitégenos, los resultados fueron de 129.3 = 151.0
(rango: 0.7 - 360.0) y de 130.8 + 168.0 (rango: 0.7 - 420.0); después de cinco
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dias, en las mismas condiciones de cultivo, fueron de 52.8 * 103.5 (rango: 0.7 -
360) y de 132.2 + 160.0 (rango: 0.7 - 404); tras siete dias, fueron de 53.7 + 103.2
(rango: 0.7 - 360.0) y de 99.6 + 131.8 (rango: 0.7 - 400.0). Por el contrario, se
detectd mayor cantidad de [L-6 en los sobrenadantes de las células leucémicas
cultivadas durante tres dias en contacto con el éster del forbol, en los pacientes
incluidos en el grupo de riesgo bajo (197.4 + 189.9; rango: 2 - 625) que en las
muestras de los enfermos del grupo de riesgo medio (125.9 + 156.5; rango: 0.7 -
400}). A pesar de ello, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas,
excepto en el caso de la cantidad de 11.-6 detectada en los sobrenadantes de los
linfocitos B leucémicos tras 24 horas en cultivo en situacion basal (p = 0.076). Los
mismos resultados se obtuvieron al distribuir las muestras leucémicas segin la
clasificacién de Binet.

8.2. Deteccién del receptor soluble de la IL-6 en los
sobrenadantes

Se analizaron los sobrenadantes tras obtenerlos de los cultivos de las células
B, como se detalla en el apartado 3.3.a del capitulo de Métodos. En todas las
muestras estudiadas se detecto la presencia del receptor soluble de la IL-6 en una

concentracion inferior a 3.5 pg/ml, tanto en el dia uno, tres, cinco o siete de cultivo
(Tabla 22).

9. ESTUDIO DE DIFERENCIACION DE LAS CELULAS B
LEUCEMICAS CON IL-6, IL-2 Y PDB

Se analizé la accién de la IL-6 sobre la diferenciacién de las células B
purificadas. Para ello se determiné la cuantificacién de las inmunoglobulinas
secretadas por las células leucémicas en presencia y ausencia de dicha citocina.
Ademas, se llevo a cabo un andlisis fenotipico de 1a poblacién celular en contacto
con la [L-6 exégena al término de los siete dias de cultivo celular programado.
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9.1. Cuantificacién de inmunoglobulinas

Se realizé en veinte muestras de células B leucémicas purificadas, que se
mantuvieron en cultivo durante siete dias. El porcentaje de linfocitos T y de
monocitos de dichas poblaciones fue inferior al 5%. Los mitdgenos empleados
fueron la interleucina 6 -sola o combinada con el PDB-, 1a interleucina 2 y el PDB. El
rango de dosis de IL-6 utilizada fue de 20 ng/ml a 0.625 pg/ml (dieciséis dosis).
Junto a ello se cultivaron células sin mitégeno alguno con el fin de comparar los
resultados. Al completar la semana de cultivo se cuantificd, en los sobrenadantes de
los cultivos, la produccién de inmunoglobulinas de la clase G (IgG), M (IgM) v A
(IgA) por parte de los linfocitos de las LLC-B, mediante técnicas de ELISA. Con este
metodo, la concentracién minima de inmunoglobulina detectada fue de 2 ng/mly
la maxima de 250 ng/ml.

Cuantificacién de la IgG

Se analizaron diecinueve muestras de linfocitos B purificados. En
condiciones basales -sin la adicién de mitdégeno alguno- la producciéon de 1gG,
detectada en los sobrenadantes de los cultivos, fue de 7.4 + 16.4 ng/ml (rango: 2 -
67 ng/ml) (Tabla 23).

Con el empleo de la IL-6 exdégena (dosis usadas entre 20 ng/ml y 0.625
pg/ml), la produccién de dicha inmunoglobulina estuvo comprendida entre 4.1 +
5.4 ng/ml (rango: 2 - 18 ng/ml; para la dosis de 20 ng/ml de IL-6) ¥ 7.3 £ 13.9
ng/ml (rango: 2 - 56 ng/ml; para la dosis de 2.5 ng/ml de [L-6) (Tabla 24}.

La media de los valores de deteccidon de la IgG en los sobrenadantes cuando
se usd el PDB fue de 6.7 = 14.7 (rango: 2 - 60 ng/ml); de 6.7 + 13.6 con la
utilizacion de ia PHA (rango: 2 - 55 ng/ml), y de 7.0 £ 14.8 (rango: 2 - 61 ng/ml)
con la IL-2, empleada a la dosis de 100 U/ml (Tabla 23).

Con la combinacién de la IL-6 -en las dosis ya mencionadas- con el éster del
forbol, se obtuvo una produccién de IgG comprendida entre 4.9 + 9.9 ng/ml
{rango: 2 - 42 ng/ml; para la dosis de 20 ng/ml de IL-6) y 7.0 + 15.3 ng/ml (rango:
2 - 65 ng/ml; para la dosis de 5 pg/ml de IL-6) (Tabla 25).
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En conclusiéon, no se aprecié que la IL-6, sola o en combinacién con el éster
del forbol, indujera la produccién de 1gG por las células B leucémicas (n.s.).
Tampoco se evidencid (n.s.) que el PDB, la PHA o la IL-2, todos de forma aislada,
indujeran la diferenciacién del linfocito leucémico.

Cuantificacién de la IgA

Se analizaron veinte muestras. En condiciones basales la producciéon de IgA,
detectada en los sobrenadantes de los cultivos, fue de 6.7 £ 15.5 ng/m] (rango: 2 -
65 ng/ml) (Tabla 23).

Con el empleo de la IL-6 exdogena (dosis usadas entre 20 ng/ml y 0.625
pg/ml), la produccién de IgA estuvo comprendida entre 2.6 + 1.7 ng/ml (rango: 2 -
8 ng/ml; para la dosis de 20 ng/m! de IL-6) y 6.4 + 12.7 ng/ml (rango: 2 - 51
ng/ml; para la dosis de 2.5 ng/ml de IL-6) (Tabla 24).

La media de los valores de deteccion de la IgA en los sobrenadantes cuando
se us6 el PDB fue de 3.3 + 4.4 (rango: 2 - 20 ng/ml); de 6.8 £ 15.2 con la utilizacién
de la PHA (rango: 2 - 63 ng/ml), y con la IL-2, empleada a la dosis de 100 U/ml, de
6.0 + 14.1 (rango: 2 - 60 ng/ml) (Tabla 23).

Con la combinacion de la IL-6 -en las dosis ya mencionadas- con el éster del
forbol, se obtuvo una produccién de IgA comprendida entre 2.1 + 0.6 ng/ml
(rango: 2 - 4.3 ng/ml; para la dosis de 20 ng/ml de IL-6) y 3.3 + 5.0 ng/ml (rango:
2 - 25 ng/ml; para la dosis de 40 pg/ml de IL-6) (Tabla 25).

En conclusién, no se aprecié que la IL-6, sola 0 en combinacién con el éster
del forbol, indujera la produccién de inmunoglobulina de la clase A por las células B
leucémicas (no hubo diferencia estadisticamente significativa en comparacién con
1a cifra basal). Tampoco se evidencidé que el PDB, la PHA o la IL-2, todos de forma

aislada, indujeran la diferenciacién del linfocito leucémico (n.s.).
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Cuantificacién de la IgM

Se analizaron diecinueve muestras. En condiciones basales la produccion de
IgM, detectada en los sobrenadantes de los cultivos, fue de 12.5 + 21.9 ng/ml
(rango: 2 - 70 ng/ml) (Tabla 23).

Con el empleo de la IL-6 exdgena (dosis usadas entre 20 ng/ml y 0.625
pg/ml), la producciéon de IgM oscilé entre 8.9 + 13.1 ng/ml (rango: 2 - 46 ng/mi;
para la dosis de 20 ng/ml de [L-6) v 17.2 + 44.4 ng/ml (rango: 2 - 195 ng/ml; para
la dosis de 20 pg/ml de IL-6) (Tabla 24).

La media de los valores de deteccién de la IgM en los sobrenadantes cuando
se usd el PDB fue de 63.5 + 101.8 {rango: 2 - 250 ng/m}), de 14.3 + 25.3 con la
utilizacion de la PHA (rango: 2 - 90 ng/ml), v con la IL-2, empleada a la dosis de
100 U/ml, de 17.9 + 24.5 (rango: 2 - 75 ng/ml) (Tabla 23).

Con la combinacidn de la IL-6 -en las dosis ya mencionadas- con el éster del
forbol, se obtuvo una produccién de IgM comprendida entre 47.1 + 74.9 ng/ml
{rango: 2 - 250 ng/ml; para la dosis de 20 ng/ml de 1L-6) y 72.0 + 100.1 ng/ml
(rango: 2 - 250 ng/ml; para la dosis de 5 ng/ml de IL-6) (Tabla 25).

En conclusién, se objetivo la produccion de IgM por las células leucémicas en
contacto con el éster del forbol, bien de forma aislada o en combinacién con las
diferentes dosis de la IL-6 (p < 0.05). Sin embargo, la presencia en el cultivo de ia
IL-6 aislada s6lo indujo una leve produccién de IgM (n.s.). La IL-2, a la dosis
empleada, indujo la produccién de IgM (p < 0.05). La PHA no estimuld la sintesis

de esta inmunoglobulina (n.s.).

9.2. Estudio fenotipico

En cuatro muestras de células leucémicas purificadas, incluidas en las
analizadas en el apartado anterior, se realizé un estudio fenotipico tras un cultivo
de las células leucémicas, con adicién de IL-6, de siete dias de duracién para ver si
continuaban expresando o no, en su membrana de superficie, la cadena ligera
kappa o lambda de las inmunoglobulinas. De igual forma se
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TABLA 23. PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS POR LAS CELULAS B
LEUCEMICAS: BASAL, CON PDB, PHA E IL-2

Mitégeno IgG (ng/ml) IgA (ng/ml) IgM (ng/ml)
Basal 74 +£164(2-67)* 6.7 x155(2-65) 12.5+21.9(2-70)
PDB 6.7 £ 14.7 {2 - 60) 3.3:+44(2-200 63.5 x101.8 {2-250)
PHA 6.7 £13.6(2-55) 6.8+x152(2-63) 143+253(2-90)
IL-2 (100 U/ml) | 7.0 £14.8(2-61) 6.0+141(2-60) 17.91% 24.5(2-75)

* Media + D.S. (Rango).
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TABLA 24. PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS POR LAS CELULAS B
LEUCEMICAS: CON IL-6

Dosis de IL-6

IgG (ng/ml)

IgA (ng/ml)

IgM (ng/ml)

20 ng/mi
10 ng/ml
S ng/ml
2.5 ng/ml
1.25 ng/ml
625 pg/ml
312 pg/ml
156 pg/ml
80 pg/ml
40 pg/ml
20 pg/ml
10 pg/ml
5 pg/ml
2.5 pg/ml
1.25 pg/ml
0.625 pg/ml

4.1 £5.4(2-18)*
6.4 x12.4(2-50)
6.4 +12.7 (2-51)
7.3+ 13.9(2-56)
6.3+13.6(2-62)
6.8 £ 14.0 (2 - 60)
6.5 + 13.0 (2 - 55)
6.3 +11.9 (2 -51)
6.7 £ 12.6 (2 - 56)
6.2 +12.8(2-58)
6.7 £ 15.0 (2 - 77)
7.0+ 16.2 (2-73)
7.0 £ 14.8 (2 - 66)
6.5 £ 14.3 (2 - 65)
6.1 +13.2 (2 -60)
6.3 +13.6(2-61)

* Media + D.S. (Rango).

2617 (2-8)
4.3 +7.0(2-30)
5.6 £ 11.3 (2 - 46)
6.4+ 12.7 (2 -51)
59+ 12.7 (2-60)
55+11.6(2-54)
6.1 £ 13.9 (2 -65)
5.8+13.5(2-64)
6.0 £ 14.4 (2 - 67)
6.0+ 13.9(2-65)
6.2 +14.4 (2-67)
5.0 £10.7 (2 - 51)
4.6 £ 89(2-43)
6.2 £15.9(2-75)
6.1 +15.2 (2 -67)
56 +13.7 (2 -65)

8.9 + 13.1 (2 - 46)
14.0 £ 24.4 (2 - 82)
17.2 + 29.3 (2 - 92)
14.4 £ 24.1 (2 - 85)
10.5 + 22.5 (2 - 98)
11.7 + 25.4 (2- 110)
11.6 + 22.8 (2 - 90)
11.6 £ 22.5 (2 - 90)
12.3 £ 22.8 (2 - 90)
11.6 £ 23.5 (2 - 98)
17.2 + 44.4 (2- 195)
9.5 + 15.0 (2 - 54)
12.5 + 24.1 (2 - 98)
14.2 £ 31.4 (2- 135)
13.9 + 30.3 (2- 130)
10.8 + 18.6 (2 - 72)
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TABLA 25. PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS POR LAS CELULAS B
LEUCEMICAS: CON IL-6 + PDB

Dosis de IL-6 +
PDB

IgG (ng/ml)

IgA (ng/ml)

IgM (ng/ml)

20 ng/ml
10 ng/ml
5 ng/ml
2.5 ng/ml
1.25 ng/ml
025 pg/ml
312 pg/ml
156 pg/ml
80 pg/ml
40 pg/ml
20 pg/ml
10 pg/ml
5 pg/ml
2.5 pg/ml
1.25 pg/ml

0.625 pg/ml

4.9 £ 9.9 (2 - 42)*
6.4 + 14.4 (2 - 60)
6.1+ 12.3 (2 - 50)
6.1 +10.2 (2 -41)
5.5+ 11.4 (2 - 52)
6.8 + 15.6 (2 - 70)
6.8 £ 15.6 (2 - 70)
6.8 + 15.6 (2 - 70)
5.6 ¢ 11.5 (2 - 52)
6.5 + 13.8 (2 - 60)
6.2 + 13.4 (2 - 60)
6.9 £ 14.9 (2 - 65)
7.0 + 15.3 (2 - 65)
6.4 + 13.6 (2 - 60)
5.9 £ 11.6 (2 - 50)
6.5 + 13.5 (2 - 60)

* Media + D.S. (Rango).

2.1+ 0.6(2-4.3)
2913.2(2-15)
3.0x3.6(2-16)
3.0+£3.1(2-14)
26+ 2.2(2-12)
27 1£2.2(2-12)
2.8+3.3(2-17)
2.7+£3.0(2-16)
27+3.0(2-16)
3.3+5.0(2-25)
2.8+ 3.5(2-18)
28+3.0(2-106)
2.8+29(2-15)
2.9+ 3.9(2-20)
3.0+ 4.3(2-22)
29+ 3.9(2-20)

47.1 £+ 74.9 (2 -250)
58.4 £+ 92.2 (2 -250)
72.0 £ 100 (2 - 250)
65.4 £ 97.9 (2 -250)
59.9 £ 94.0 (2 -250)
59.3 £ 95.1 (2 -250)
54.9 £ 87.7 (2 -250)
57.2 £91.2 (2 -250)
57.2 £ 91.3 (2 -250)
50.2 + 31.8 (2 -250)
52.2 £ 83.9 (2 -250)
52.9 £ 79.7 (2 -250)
57.1 = 88.5 (2 -250)
60.3 £ 93.4 (2 -250)
54.5 £ 83.0 (2 -250)
55.1 £ 84.5 (2 -250)
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estudio los antigenos de superficie "Pan B", que habitualmente pierde el linfocito B
normal al final de su proceso de maduracién, es decir, al transformarse en célula
plasmatica. En esos cuatro pacientes se estudié también la diferente intensidad de
expresion de los antigenos de superficie de membrana tras los siete dias de cultivo,
El cultivo se realizé en situacion basal, y en contacto con IL-6 (a las dosis de 20y 1
ng/ml) -aislada o en combinacién con el éster del forbol-, la IL-2 (a la dosis de 100 .
U/ml) -aislada o en asociacién al PDB-, el PDB y el SAC».

En ninguno de los cuatro pacientes analizados se objetivo la desaparicion de
1a expresion de los antigenos de superficie "Pan B", ni que dejaran de presentar la
cadena ligera i o ¥ de las inmunoglobulinas. Ademas no se observdé una
disminucién de la intensidad de fluorescencia de esos antigenos de superficie en
comparacion con las células analizadas en el dia cero, y tras siete dias de cultivo en
situacién basal,

10. EXPRESION DEL RECEPTOR DE LA IL-6 EN LA MEMBRANA DE
SUPERFICIE DE LOS LINFOCITOS B LEUCEMICOS EN CULTIVO

Se realizd el analisis de la expresion del receptor de la IL-6 en la membrana
de las células leucémicas que se habian mantenido en cultivo, bien en situacion
basal 0 en contacto con SACz, PDBE, IL-6 o IL-2.

10.1. Cultivo en situacién basal

En veintidés pacientes se estudio la expresién del receptor de la interleucina
6 en la membrana de los linfocitos B leucémicos, en situacién basaly tras 1, 3,5y 7
dias de cultivo, mediante citometria de flujo y utilizando triple marcaje (CD19 FITC,
la IL-6 conjugada con PE, CD5 TC). El andlisis se realizé sobre la poblacién de células
leucémicas CD19 (+), CD5 (+). El estudio se llevd a cabo mediante dos programas
proporcionados por el citdmetro de flujo: "Lysys II" y "Paint a gate™.
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Empleo del programa "Lysys II"

En todos los casos se objetivo la presencia del receptor de la IL-6 en un 40% a
100% de las células tumorales. Estos resultados proceden de realizar el calculo
matematico de la sustraccién de histogramas que efectia el programa "Lysys 11" del -
citometro de flujo. Al igual que ocurria cuando se estudié la muestra nada mas
realizar la seleccién negativa con AET, se trataba de una poblacion celular uniforme
sin una buena discriminacién frente al valor elegido como negativo, por su baja
densidad antigénica en la superficie de la membrana de los linfocitos (Tabla 26a).

Tras 24 horas de cultivo sin contacto con mitdogenos, el 87.1% + 8.7 (rango:
60% - 100%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el receptor de
membrana de la [1-6. Tras 72 horas de cultivo y en las mismas condiciones, el
85.7% + 8.6 (rango: 65% - 100%) de esas células eran positivas para dicho
antigeno de membrana. El dia cinco de cultivo, el 81.8% £ 15.0 (rango: 40% - 95%)
de los linfocitos tumorales expresaban el receptor de la IL-6 en su membrana,
frente al 84.0% + 14.7 (rango: 55% - 100%) de las células tras siete dias de cultivo.

Empleo del programa "Paint a gate"

El porcentaje de células leucémicas con expresion del receptor de la
interleucina 6 en la superficie de membrana oscilo entre el 67% y el 100%, cuando
el analisis se realizd con el programa "Paint a gate" del citdmetro de flujo (Tabla
26b).

Tras 24 horas de cultivo sin contacto con mitégenos, el 90.6% + 8.3 (rango:
69% - 1009%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el receptor de
membrana de la IL-6. Tras 72 horas de cultivo y en las mismas condiciones, el
92.8% + 4.9 (rango: 80% - 99%) de esas células eran positivas para dicho antigeno
de membrana. El dia cinco de cultivo, el 89.6% + 8.2 (rango: 74% - 99%) de los
linfocitos tumorales expresaban el receptor de la IL-6 en su membrana, frente al
95.6% + 2.9 (rango: 90% - 100%) de las células tras siete dias de cultivo.
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TABLA 26a. EXPRESION DEL R-IL6 EN LOS LINFOCITOS B LEUCEMICOS
EN SITUACION BASAL. PROGRAMA "LYSYS II

Paciente 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
1 30% (85%)* 45% (82%) 30% (55%) 45% (75%)
4 55% (85%) 65% (909%) 40% (70%) -
5 55% (90%) 60% (90%) - 65% {95%)
7 60% (90%) 60% (90%) - 75% (95%)
8 659% (909%) 60% (90%) - 90% (100%)
9 70% (90%) 60% (85%) 45% (729%) 70% (909%)
10 62% (909%) 40% (70%) 559% (80%) 85% (95%)
13 50% (90%) 37% (93%) - 55% (90%)
14 45% (85%) 30% (65%) 55% (909%) 35% (55%)
15 70% (90%) 50% (85%) - -
16 75% (95%) 85% (100%) 80% (95%) 80% (95%)
18 55% (93%) 55% (90%) 50% (85%) 60% (90%)
20 45% (95%) 65% (95%) 45% (90%) 60% (90%)
21 65% (93%) 60% (90%) 70% (95%) 50% (90%)
22 40% (80%) 4096 (70%) - 70% (85%)
26 35% (70%) 45% (809%) 10% (40%) 80% (86%)
27 60% (95%) 63% (95%) 60% (95%) 75% (95%)
32 30% (80%) 45% (85%) 50% (87%) 509% (75%)
33 40% (60%) 55% (80%) 45% (85%) 30% (50%)
A 55% (80%) 509% (90%) 60% (90%) 30% (55%)
35 85% (100%) 45% (809%) 60% (90%) -
38 45% (90%) 55% (90%) 60% (90%) 70% (90%)
54.2% + 14.2**  53.2% + 11.8 53.9% + 15.6 61.8% + 17.6
e (87.1% = 8.7)* (85.7% £ 8.6) (81.8% + 15.0) (84.0% + 14.7)
30% - 85% » 30% - 85% 10% - 80% 3096 - 90%
(60% - 100%) »* (65% - 100%) (40% - 95%) {55% - 1009%)

* Los valores entre paréntesis estan calculados realizando la sustraccion de

histogramas

** Media + D.S. ¢ Rango.
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TABLA 26b. EXPRESION DEL R-IL6 EN LOS LINFOCITOS B LEUCEMICOS

EN SITUACION BASAL. PROGRAMA "PAINT A GATE"

Pac.{ dia0 1ldia 3dias S5dias 7dias| diaC 1dia 3dias 5dias 7 dias
1 03+ 87 97 D 93 133+ 10.2 14.6 230 229
4 9 97 » 87 - 284 167 224 147 -

5 P9 9% 98 - 97 244 256 13.9 - 15.7
7 97 93 93 - 97 286 143 135 - 222
8 P9 98 9% - 100 184 256 142 - 117.0
9 92 9% 93 81 ) 187 256 279 165 333
10 %5 97 B 95 9% 21.7 13.4 32.2 225 354
13 GO 83 88 - 92 186 434 18.1 - 17.7
14 % 79 80 97 91 636 346 183 251 225
15 2 100 95 - - 206 215 121 - -
16 82 93 95 97 97 294 319 415 377 4.7
18 9% 84 M PO 9 205 230 193 191 319
20 98 73 87 75 % 314 151 247 149 265
21 97 9% 95 9% 90 16.1 122 11.8 146 125
22 9% 93 o4 - 95 17.2 15.7 6.3 - 85.2
26 PD 0 o8 74 4 15.6 133 140 11.0 237
27 95 80 9N 82 92 269 252 212 207 325
32 91 &4 90 04 % 229 115 14.8 175 218
33 91 97 - - - 125 448 - - -
34 2 a7 a3 94 97 445 28.8 175 224 212
35 P9 ® 83 92 - 181 325 133 189 -
38 83 92 QO 97 97 17.2 17.0 180 25.5 17.3
n=22 dia 0 3 dias 5 dias 7 dias
. 93.3+76e 90.6 + 8.3 092.8+4.9 89.6+8.2 95.6+29
(82 -99) (69 -100) (80-99) (74 -99) (90 - 100)
e 1741+ 52 22.8+9.8 185+ 7.7 20.3+6.2 33.3£25.6
(7.5-27.4) (10.2 - 44.8) (6.3 -41.5) (11.0-37.7) {12.5-117)
17.3 175 20.7 23.2

* Porcentaje de expresion. ** Intensidad de fluorescencia
* Media t+ D.S. (Rango). Mediana.
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Todo ello contrasta con el porcentaje de expresion del receptor de la IL-6 en las
células obtenidas inmediatamente tras realizar la selecciOn negativa, que fue de
93.3% + 7.6 (rango: 67% - 99%).

La media de medias de la intensidad de fluorescencia fue de 22,8 + 9.8
(rango: 10.2 - 44.8) para las células B, tras 24 horas de cultivo (la mediana de
medias fue de 22.3); los valores de la media de medias y de la mediana de medias
en el dia tres de cultivo fue de 18.5 + 7.7 (rango: 6.3 - 41.5) y de 17.5
respectivamente; tras cinco dias de cultivo de 20.3 + 6.2 (rango: 11.0 - 37.7) y de
20.7; ¥ después de siete dias de cultivo de 33.3 £ 25.6 (rango: 12.5 - 117.0) ¥
23.2 respectivamente,

10.2. Cultivo con SAC?2

En veinticuatro pacientes se analizo la expresién del receptor de la I[L-6 en la
superficie de membrana de los linfocitos de la poblacién B purificada, tras
permanecer en cultivo uno, tres, cinco y siete dias en contacto con el activador

policlonal de tlinfocitos B SAC;. El procedimiento empleado fue el mismo que se

detalla en el apartado anterior.

Empleo del programa "Lysys II"

En todos los casos se objetivo la presencia del receptor de la IL-6 en un 10% a
100% de las células tumorales. Estos resultados proceden de realizar el calculo
matematico de 1a sustraccion de histogramas que efectia el programa "Lysys 1I" del
citémetro de flujo, por la misma razén que se detalla en el apartado anterior (Tabla
27a).

Tras 24 horas de cultive en contacto con SACy, el 80.3% £ 15.9 (rango: 30% -
100%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el receptor de
membrana de la IL-6. Tras 72 horas de cultivo y en las mismas condiciones, el
73.1% + 22.9 (rango: O - 96%) de esas células fueron positivas para dicho antigeno
de membrana. El dia cinco de cultivo, el 59,5% + 27.9 (rango: 0 - 96%) de los
linfocitos tumorales expresaban el receptor de la IL-6 en su membrana, frente al
58.3% + 33.6 (rango: 0 - 100%) de las células tras siete dias de cultivo.
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Empleo del programa "Paint a gate”

El porcentaje de células leucémicas con expresion del receptor de la
interleucina 6 en la superficie de membrana oscilé entre el 77% y el 100%, cuando
el andlisis se realizd con el programa "Paint a gate" del citémetro de flujo (Tabla -
27b). Tras 24 horas de cultivo, en contacto con SAC2, el 94.0% + 5.6 (rango: 77% -
99%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el receptor de
membrana de la IL-6. Tras 72 horas de cultivo y en las mismas condiciones, el
96.0% t 3.0 (rango: 91% - 100%) de esas células eran positivas para dicho
antigeno de membrana. El dia cinco de cultivo, el 94.7% = 5.4 (rango: 79% - 100%)
de los linfocitos tumorales expresaban el receptor de la [L-6 en su membrana,
frente al 97.0% + 2.6 (rango: 92% - 100%) de las células tras siete dias de cultivo.

La media de medias de la intensidad de fluorescencia fue de 28.3 + 12.5
{rango: 13.3 - 68.3) para las células B, tras 24 horas de cultivo (la mediana de
medias fue de 23.3); los valores de la media de medias y de la mediana de medias
en el dia tres de cultivo fue de 34.3 + 18.8 (rango: 5.1 - 107.0) v de 33.4
respectivamente; tras cinco dias de cultivo de 36.8 £ 13.0 (rango: 18.9 - 78.2) y de
360.6; después de siete dias de cultivo de 44.9 + 25.1 {rango: 14.8 - 120.0) y 35.9

respectivamente.

Asimismo se determing, mediante el programa "Paint a gate" del citometro
de flujo, 1a media de las intensidades de fluorescencia de los controles isotipo
utilizades en los diferentes experimentos. Los valores aparecen resumidos en la
Tabla 28.

10.3. Cultivo con IL-6, IL-2 o PDB

En tres pacientes se analizo la expresion del receptor de la IL-6 en tres de los
pacientes de la serie por los linfocitos leucémicos, tras un cultivo de uno, tres y
siete dias con IL-6, IL-2 y PDB, de forma aislada.
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TABLA 27a. EXPRESION DEL R-IL6 EN LOS LINFOCITOS B DE LA LLC EN
CULTIVO CON SAC;. PROGRAMA "LYSYS II"

Paciente 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
1 50% (83%)* 55% (85%) 509% (70%) 40% (70%)
4 45% (70%) 25% (40%) 30% (50%) -
S 45% {84%) 519 (85%) - 55% (909%6)
7 50% (6390) 45% (809%) - 50% (80%)
8 50% (85%) 55% (85%) - 85% (100%)
9 65% (90%) 62% (85%) 25% (35%) 0 (0}
10 65% (90%) 65% (90%) 60% (90%) 70% (909%)
13 719% (90%) 35% (909%) - 30% (55%)
14 50% (85%) 0(0) 15% (359%) 0(0)
15 55% (75%) 30% (55%) - -
16 80% (95%) 86% (96%) 86% (96%) 80% (95%)
18 50% (90%) 32% (60%) 40% (70%) 20% (30%)
20 55% (100%) 60% (95%) 46% (80%) 05% (909%)
21 55% (85%) 65% (909%) 38% (60%) 30% (459%)
22 50% (86%) 25% (65%) - 435% (85%)
26 55% {859%) 55% (80%) 2% (109%) 15% (35%)
27 76% (95%) 75% (95%) 65% (959%) 75% (88%)
32 30% (80%) 35% {609%) 309 (509%) 45% (55%)
33 35% (50%) 25% 40% (60%) 0(0)
34 60% (90%) 60% (80%) 0(0) 20% (25%)
35 15% (309%) 42% (75%) 30% (61%) -
38 40% (65%) 40% (45%) 50% {90%) 50% (75%)
52.1% + 14.4 **  47.4% £ 19.3 37.9% + 21.7 40.8% + 20.4
n=22 (80.3% + 15.9) * (73.1% + 22.9) (59.5% + 27.9) (58.3% £33.6)
159 - B0% » 0-86% 0-86% 0-85%
{30% - 100%) e* {0 - 96%) (0 -96%) (0 - 100%6)

* Los valores entre paréntesis estan calculados realizando la sustraccién de

histogramas

** Media + D.S. ® Rango.
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TABLA 27b. EXPRESION DEL R-IL6 EN LOS LINFOCITOS B DE LA LLC EN
CULTIVO CON SAC2. PROGRAMA "PAINT A GATE"

Pac.}] dia0 1dia 3 dias 5 dias 7 dias| dia0 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias
1 93 97 97 99 97 113.3~ 20.6 34.4 45,5 46.6
2 93 90 - 88 92 15.8 13.5 - 32.7 25.7
4 99 98 99 99 - 284 29.7 37.4 36.6 -

5 99 96 99 - 99 24.4 19.4 25.5 - 26.8
7 97 99 98 - 100 { 28.6 21.0 25.2 - 31.7
8 99 99 92 - 100 | 18.4 32.3 15.0 - 120.0
9 92 99 99 100 98 18.7 42.0 42.3 43.1 14.8

10 95 98 100 96 95 21.7 33.1 37.0 36.8 43.8
13 90 99 98 - 99 18.6 68.3 35.3 - 33.9
14 95 77 90 98 95 63.6 32.7 27.8 41.7 43.2
15 99 99 97 - - 20.6 23.8 36.4 - -
16 82 96 97 92 99 29.4 48.6 107 78.2 73.7
18 95 90 93 96 99 20.5 21.4 32.1 29,9 35.1
20 98 81 91 79 97 31.4 25.3 42.7 33.2 58.1
21 97 98 99 100 98 16.1 16.3 26.6 32.1 30.0
22 96 96 95 - 96 17.2 21.0 5.1 - 94.5
26 90 92 99 93 97 15.6 26.8 334 189 29.5
27 95 97 96 93 98 26,9 37.6 48.2 38.0 59.2
31 86 92 - 93 92 9.6 13.3 - 26.0 20.4
32 91 88 98 98 100 | 22.9 17.0 28.4 22.1 38.9
33 91 97 - - - 12.5 42.5 - - -
34 99 95 91 98 92 44.5 33.8 34.6 406.4 357
35 99 91 94 91 - 18.1 20.0 226 24.0 -
38 83 93 94 98 98 17.2 20.3 22.8 409 36.1

n=22 dia O 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias
. 93.3+7.6* 94056 96.0 + 3.0 94.7 + 5.4 97.0t 2.6

(82 - 99) (77 - 99) (91 - 100) (79 - 100) (92 - 100)
- 174+ 52« 283+125 343+ 18.8 36.8+13.0 449 +2 5.1
(7.5-27.4) (13.3-68.3) (5.1-107) (18.9 - 78.2) (14.8 - 120}
17.3 23.3 33.4 36.6 35.9

* Porcentaje de expresion. ** Intensidad de fluorescencia
e Media + D.S. (Rango). Mediana.
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TABLA 28. CONTROL ISOTIPO PARA EL ANALISIS DEL R-IL6 POR
CITOMETR{A DE FLUJO
dia O dia 1 dia 3 dia S dia 7
basal PE - 5.9 5.5 6.6 10.5
SAC2 PE - 8.1 10.4 12.6 15.6
basal R-IL6 15.7* 17.5 15.2 16.1 27.2
SACz R-IL6 15.7 22.3 24.4 28.1 36.7

* Media de medianas de la intensidad de fluorescencia, analizada mediante el
programa "Paint a gate".

TABLA 29. EXPRESION DEL R-IL6 EN LOS LINFOCITOS B DE LA LLC EN
CONTACTO CON DIFERENTES MITOGENOS

Mitégeno dia 0 dia 1 dia 3 dia 5 dia 7
basal 17.4 - 93%* 22.8-91% 18.5-97% 20.3-90% 33.3-96%
SAC2 17.4-93% 28.3-94% 34.3 -96% 36.8-95% 449 -97%
IL-6 17.4-93% 13.4-95% 13.7 - 96% - 15.8 - 96%
IL-2 17.4-93% 13.8-96% 17.3 - 96% - 21.5 - 96%
PDB 17.4-93% 22.5-98% 24.0-98% - 51.7 - 98%

* Media de la intensidad de fluorescencia-porcentaje de expresion.
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Cultivo con IL-6

En tres pacientes se analizo la expresién del receptor de la IL-6 en la
membrana de superficie de los linfocitos de la poblacién B purificada.

En todos los casos se objetivé la presencia del receptor de la IL-6 en un 20 a
85% de las células tumorales (Tabla 29). Estos resultados proceden de realizar el
calculo matematico de la sustraccion de histogramas que efectaa el programa "Lysys
II" del citometro de flujo.

El porcentaje de células leucémicas que expresaban el receptor de la
interleucina 6 en la superficie de membrana oscilé entre el 91 y el 98%, cuando el
analisis se realizd con el programa "Paint a gate” del citéometro de flujo. Tras 24
horas de cultivo, en contacto con IL-6, el 95.0% + 3.6 (91%, 98%, 96%) de los
linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el receptor de membrana de la IL-
6. Tras 72 horas de cultivo, el 95.7% t 0.6 (95%, 96%, 96%), y el dia siete de
cultivo, el 96.3% + 2.1 (97%, 94%, 98%) de los linfocitos tumorales expresaban el
receptor de la IL-6 en su membrana.

La media de medias de la intensidad de fluorescencia fue de 14.0 + 1.0
(13.9, 13.0, 15.0) para las células B, tras 24 horas de cultivo (la mediana de medias
fue de 13.0); los valores de la media de medias v de la mediana de medias en el dia
tres de cultivo fuercn de 13.7 £ 1.7 (14.6, 11.7, 14.7) y de 14.6 respectivamente;
después de siete dias de cultivo dichas cifras fueron de 15.8 £ 2.7 (18.5, 13.1,
15.9) y de 15.9 también respectivamente (Tabla 29).

Cultivo con IL-2

En dos pacientes se analizé la expresidon del receptor de la 11-6 en la
membrana de superficie de los linfocitos de la poblacién B purificada, tras
permanecer en cultivo con IL-2 (a la concentracién de 100 U/ml) uno, tres y siete

dias.
En ambas muestras se trataba de una poblacién uniforme sin buena

discriminacién frente al valor elegido como negativo. Se objetivo la presencia del
receptor de la IL-6, en conjunto, entre un 20% y un 68% de las células tumorales,
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resultados que proceden de realizar el calculo matematico de la sustracciéon de
histogramas ya detallada en los apartados previos.

El porcentaje de expresién del receptor de la interleucina 6 por las células
leucémicas oscild entre el 96 y el 98%, cuando el andlisis se realizd con el programa
"Paint a gate" del citometro de flujo (Tabla 29). Tras 24 horas de cultivo, en -
contacto con IL-2, el 96% y el 96% de los linfocitos B de las muestras de LLC-B
expresaban el receptor de membrana de la [L-6; fue de 96% y 97% tras 72 horas; y
de 97% y 96% tras siete dias en cultivo.

Las medias de la intensidad de fluorescencia fueron de 12.9 y 14.8 para las
células B, tras 24 horas de cultivo; estos valores en el dia tres de cultivo fueron de
18.6 y 16.0; después de siete dias de cultivo dichas cifras fueron de 19.0 y 21.5
(Tabla 29).

Cultivo con PDB

En un paciente se analizé la expresion del receptor de la [L-6 en la membrana
de superficie de los linfocitos de la poblacion B purificada, tras permanecer en
cultivo con PDB uno, tres y siete dias, que fue del 98% de las células estudiadas en
los tres tiempos de cultivo, cuando el analisis se realizd con el programa "Paint a
gate" del citobmetro de flujo (Tabla 29).

La intensidad de fluorescencia de dicho antigeno de membrana en esos
mismos dias de cultivo fue de 22.5, 24.0 y 51.7, respectivamente (Tabla 29).

11. EXPRESION DE ANTIGENOS DE ACTIVACION (CD25) Y
PROLIFERACION (CD71) EN LA MEMBRANA DE SUPERFICIE DE
LOS LINFOCITOS B LEUCEMICOS EN CULTIVO

Se realizé el analisis de la expresion de la cadena alfa del receptor de la

interleucina 2 (antigeno de activacién CD25) y del antigeno de proliferacién CD71
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en la membrana de las células leucémicas que se habian mantenido en cultivo, bien
en situacion basal o en contacto con SAC;, durante uno, tres, cinco y siete dias.

11.1. Cultivo en situaciéon basal

En dieciséis pacientes se estudié la expresion del antigeno CD25 y del CD71
en la membrana de los linfocitos B leucémicos, en situacion basal vy tras uno, tres,
cinco y siete dias de cultivo, mediante citometria de flujo y utilizando triple
marcaje (CD71 FITC, CD25 PE, CD19 TC). El analisis se realizd sobre la poblacién de
células CD19 (+), provenientes de las muestras leucémicas purificadas.

11.1.a. Expresién del CD25

El estudio se llevé a cabo mediante los programas "Lysys II" y "Paint a gate"
del citémetro de flujo.

Empleo del programa "Lysys II"

Se objetivé la presencia del CD25 entre un 0 v un 100% de las células
tumorales, nada mas ser extraidas del paciente (media + D.S.: 78.4% + 28.4;
mediana: 909%]). Estos resultados proceden de realizar el cdlculo matematico de la
sustraccion de histogramas que efectua el programa "Lysys II" del citdmetro de
flujo. De la misma forma que lo observado en el caso de la expresion del receptor de
la IL-6, se trataba de una poblacién celular uniforme sin una buena discriminaciéon
frente al valor elegido como negativo, por su baja densidad antigénica en la
superficie de membrana.

Tras 24 horas de cultivo sin contacto con mitogenos, el 90.1% + 22.8 (rango:
15% - 100%; mediana: 97.5%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B
expresaban el CD25; tras 72 horas de cultivo, el 72.4% + 26.4 (rango: 3% - 100%;
mediana: 98%) de esas células eran positivas para dicho antigeno de membrana; el
dia cinco de cultivo, el 84.6% + 30.9 (rango: 5% - 100%; mediana: 96%) de los
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linfocitos tumorales expresaban el CD25 en su membrana, frente al 84.7% + 29.9
(rango: 0 - 100%; mediana: 95%) de las células tras siete dias de cultivo (Tabla
30a).

Empleo del programa "Paint a gate"

El porcentaje de células leucémicas que expresaban el CD25 en su superficie
de membrana oscild entre el 0 y el 100%, cuando el analisis se realizd con el
programa "Paint a gate" del citémetro de flujo.

Tras 24 horas de cultivo sin contacto con mitégenos, el 92.3% + 23.9 (rango:
0 - 100%:; mediana: 98%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el
CD25. Tras 72 horas de cultivo y en las mismas condiciones, el 92.4% + 24.7
(rango: O - 100%; mediana: 99%) de esas células eran positivas para dicho antigeno
de membrana. El dia cinco de cultivo, el 87.3% t 32.8 (rango: O - 100%; mediana:
99%) de los linfocitos tumorales expresaban el CD25 en su membrana, frente al
92.5% + 24.7 (rango: 0 - 100%; mediana: 1009%) de las células tras siete dias de
cultivo.

La media de medias de ia intensidad de fluorescencia fue de 41.7 £ 26.0
(rango: 12.8 - 109.0) para las células B, tras 24 horas de cultivo (la mediana de
medias fue de 30.5); los valores de la media de medias y de la mediana de medias
en el dia tres de cultive fue de 40.1 + 28.7 (rango: 9.8 - 124.0) y de 31.4
respectivamente; tras cinco dias de cultivo de 40.9 + 29.5 (rango: 7.3 - 114.0) y de
38.2; y después de siete dias de cultivo de 64.4 + 78.6 (rango: 6.6 - 304.0) y 30.5
respectivamente (Tabla 30b).

11.1.b. Expresién del CD71

El estudio se llevd a cabo mediante el programa "Paint a gate" del citémetro
de flujo. Ninguna de las células leucémicas de las dieciséis muestras analizadas
expresd el antigeno CD71 en ninguno de los dias de cultivo, sin contacto con
ningdn mitégeno.

La media de medias de la intensidad de fluorescencia fue de 10.3 + 6.2
(rango: 3.9 - 28.7), para las células B, tras 24 horas de cultivo (la mediana de
medias fue de 7.8); los valores de la media de medias y de la mediana de medias
en el dia tres de cultivo fue de 7.4 + 2.9 (rango: 2.4 - 12.5) y de 7.4
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respectivamente; tras cinco dias de cultivo de 8.0 + 2.2 (rango: 4.6 - 11.3) y de
7.5; y después de siete dias de cultivo de 13.9 + 11.1 (rango: 3.9 - 49.6) y 11.7
respectivamente (Tabla 31).

11.2. Cultivo con SAC?

En dieciséis pacientes se analizé la expresion del antigeno CD25 y del CD71
en la membrana de los linfocitos de la poblacién B purificada, tras permanecer en
cultivo uno, tres, cinco y siete dias en contacto con el activador policlonal de
linfocitos B SAC3. El procedimiento empleado fue el mismo que se detalla en el

apartado anterior.

11.2.a. Expresién del CD25

El estudio se llevd a cabo mediante los programas "Lysys [I'" y "Paint a gate"
del citémetro de flujo.

Empleo del programa "Lysys II"

Se objetivd la presencia del CD25 entre un 0 y 100% de las células
tumorales. Estos resultados proceden de realizar el calculo matematico de la
sustraccion de histogramas que efectia el programa "Lysys II" del citometro de
flujo.

Tras 24 horas de cultive en contacto con SAC2, el 96.2% + 6.7 (rango: 75% -
100%; mediana: 98%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el
CD25. Tras 72 horas de cultivo y en las mismas condiciones, el 97.2% + 3.1 (rango:
93% - 1009%; mediana: 97.5%) de esas células eran positivas para dicho antigeno
de membrana. El dia cinco de cultivo, el 91.3% + 9.1 (rango: 75% - 100%; mediana:
94%) de los linfocitos tumorales expresaban el CD25 en su membrana, frente al
77.0% + 30.0 (rango: 0 - 100%; mediana: 94%) de las células tras siete dias de
cultivo (Tabla 32a).
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TABLA 30. EXPRESION DEL CD25 EN LAS CELULAS B LEUCEMICAS EN
CULTIVO EN SITUACION BASAL

a) Programa "Lysys II"

Muestras

=14 dia 0 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
media t [51.3% £ 26.3 69.7% + 28.1 72.4% = 26.4 67.9% x 32,1 68.8% x 30.6
D.S. (78.4+28.4)* (90.1 + 22.8) (90.1 £ 22.0) (84.6 = 30.9) (84.7 £ 29.9)
rango 0-95% 10 - 96% 3% - 96% 5% - 98% 0-98%
& {0 - 100%) (15% - 1009%) {39 - 100%} (20% - 100%) {0 - 10096)
. 60% 75% 75% 80% 80%
mediana | g0 ) (97.5%) (98%) (96%) (95%)

* Los valores entre paréntesis corresponden a los resultados obtenidos con el calculo
matematico de la sustraccidn de histogramas.

b) Programa "Paint a gate"

Muestras

=14 dia 0 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
Porcentaje | 89.6%+30.6* 92.3% + 23.9 92.4% 1 24.7 87.3% + 32.8 92.5% = 24.7
de (0 - 1009%) (Q - 100%) {0 - 100%) (0 - 100%) (0 - 100%)
expresion 100% 98% 99% 99% 100%
Intensidad 22.8 +11.7 41.7 £+ 26.0 40.1 £ 28.7 40.9 £ 29.5 64.4 + 78.6
de fluores- (5.8 - 41.7) (12.8-109) (9.8 -124.0) (7.3 -114.0) (6.6 - 304.0)
cencia, 25.5 30.5 31.4 38.2 30.5

* Media + D.S. (Rango). Mediana.
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TABLA 31. INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA DEL ANTIGENO CD71 EN
CELULAS B LEUCEMICAS EN CULTIVO

Muestras

dia O 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
n=16
8.6 + 3.28% 10.3 £ 6.2 7.4+ 2.9 3.0+ 2.2 13.9 + 11.1
Basal (4.3 - 16.2) (3.9 - 28.7) (2.4 -12.5) (4.6 - 11.3) (3.9 - 49.0)
8.1 7.8 7.4 7.5 11.7
8.6 + 3.28 2058 + 181 222.8+205.1 227.8+216.4 271.2+317.1
SAC> (4.3 -16.2) (22.4- 656.1) (28.6- 800.0) (69.8- 811.0) (22.3 -1242)
8.1 146.5 157.0 153.0 182.0

* Media + D.S. (rango). Mediana. Resultados con "Paint a gate".

219



TABLA 32. EXPRESION DEL CD25 EN LAS CELULAS B LEUCEMICAS EN
CULTIVO CON SAC»

a) Programa "Lysys II"

Mﬁisltias dia O 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
media+t [51.3% + 26.3 81.1% + 17.8 81.6% + 12.5 75.3% + 18.1 60.2% + 34.1
D.S. (78.4+ (96.2 + 6.7) (97.2 £ 3.1) (91.3 £+ 9.1) (77.0 + 30.0)
28.4)*
rango 0-95% 35 -97% 60 - 97% 55-97% 0-95%
(0-100%) (75% - 100%) (93% - 100%) (75% - 100%) (O - 100%)
mediana 60% 86.5% 82% 78.5% 71%
(90%) {98%) (97.5%) (949) {94%)

* Los valores entre paréntesis corresponden a los resultados obtenidos con el calculo
matematico de la sustraccién de histogramas.

b) Programa "Paint a gate"

Mgislt;as dia O 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
Porcentaje |89.6%+30.6* 97.1% + 2.8 97.7% + 1.6 97.9% + 2.5 98.4% + 2.3
de (0 -100%) (90% - 100%) (94% - 100%} (93% - 100%) (91% - 100%)

expresion 100% 98% 98% 99% 99%
Intensidad 22,8 +11.7 100.3 £+ 68.0 86.2+64.0 99.6+ 57,3 1214+ 122
de fluores- (5.8 - 41.7) (31.6-255) (9.7 -224.0) (31.5- 224.0) (13.6 -463)

cencia. 25.5 79.5 58.2 71.45 71.1

* Media + D.S. (Rango). Mediana.
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Empleo del programa "Paint a gate"

El porcentaje de células leucémicas con expresion del CD25 en la superficie
de membrana oscilé entre el O y el 100%, cuando el analisis se realizé con el
programa "Paint a gate" del citometro de flujo.

Tras 24 horas de cultivo en contacto con SACp, el 97.1% = 2.8 (rango: 90% -
100%; mediana: 98%) de los linfocitos B de las muestras de LLC-B expresaban el
CD25. Tras 72 horas de cultivo, el 97.7% + 1.6 (rango: 94% - 100%: mediana; 98%)
de las células eran positivas para dicho antigeno de membrana. El dia cinco de
cultivo, el 97.9% + 2.5 (rango: 93% - 100%; mediana: 99%) de los linfocitos
tumorales expresaban el CD25 en su membrana, frente al 98.4% + 2.3 (rango: 91%
- 100%; mediana: 99%) de las células tras siete dias de cultivo (Tabla 32b).

La media de medias de la intensidad de flucrescencia fue de 100.3 + 68.0
(rango: 31.6 - 255.0) para las células B, tras 24 horas de cultivo (la mediana de
medias fue de 79.5); los valores de la media de medias y de 1a mediana de medias
en el dia tres de cultivo fueron de 86.2 + 64.0 (rango: 9.7 - 224.0) y de 58.2
respectivamente; tras cinco dias de cultivo de 99.6 = 57.3 (rango: 31.5 - 224.0) y
de 71.45; después de siete dias de cultivo de 121.4 + 121.9 (rango: 13.6 - 463.0)
y 71.1 respectivamente (Tabla 32b).

11.2.b. Expresién del CD71

El estudio se llevo a cabo mediante el programa "Paint a gate" del citdmetro
de flujo.

La media de medias de la intensidad de fluorescencia fue de 205.8 + 181.0
(rango: 22.4 - 656.0), para las células B, tras 24 horas de cultivo (1a mediana de
medias fue de 146.5); los valores de la media de medias y de la mediana de medias
en el dia tres de cultivo fue de 222.8 + 205.1 (rango: 28.6 - 800.0) y de 157.0
respectivamente; tras cinco dias de cuitivo ambos valores fueron de 227.8 + 216.5
(rango: 69.8 - 811.0) y de 153.0; después de siete dias de cultivo de 271.2 ¢
316.8 (rango: 22.3 - 1242.0) y 182.0 respectivamente (Tabla 31).
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Se objetivé un aumento importante de la intensidad de fluorescencia con
respecto a esas mismas poblaciones celulares en situacion basal. Todos los valores
presentaron una desviacion tipica superior at 1009%.

12. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR

Este estudio se practicéd en las células leucémicas en el dia cero y tras cultivo

de uno, tres, cinco y siete dias de duracion.

12.1. Viabilidad de la muestra en el dia cero

En las treinta y nueve muestras de linfocitos B purificados de esta serie, se
estudio la viabilidad celular en el momento de iniciar los cultivos, una vez realizada
lIa seleccién negativa con AET. El analisis se llevé a cabo con azul tripan -para
posterior estudic con el microscopio Optico-, y con ioduro de propidio -para el
estudio con el citdmetro de flujo-. Con ambas técnicas se obtuvieron resultados
similares. El porcentaje de células no viables junto con las células en apoptosis oscilo
entre el 0% y el 40% del total de la poblacién (media + D.S.: 4.5% £ 7.9). En el caso
del paciente con la proporcidén mas pequeia de células vivas (60% del total), las
células que tenian caracteristicas de muertas constituian el 28% del total, mientras
que aquellas que presentaban rasgos de estar en apoptosis segun el analisis de
citometria alcanzaban el 12% del total de esa muestra (Tabla 33).

12.2. Viabilidad de las células en cultivo

En veintitrés de las muestras anteriores se estudid también la viabilidad
celular cuando los linfocitos B leucémicos se mantenian en cultivo, tanto en
situacion basal como en contacto con SAC2, durante un periodo de tiempo de uno,
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tres, cinco y siete dias, El analisis se practicé con el empleo de ioduro de propidio y
el citometro de flyjo.

12.2.a. Viabilidad de las células en situacién basal

El porcentaje de células viables en los cultivos en los que no se habia
utilizado SAC; oscilé dependiendo del dia de cultivo en que se realizé el analisis.
Tras veinticuatro horas en cultivo, el porcentaje de células muertas y en apoptosis
estuvo comprendido entre el 1% y el 51% (media + D.S.; 21.5% + 17.6); tras tres
dias de cultivo, oscild entre el 4% y el 71% (31.9% + 21.0); después de cinco dias de
cultivo entre el 1% y el 77% (32.2% + 22.6); y en el séptimo dia entre el 0 y el 62%
(20.0% £ 16.5) (Tabla 33).

12.2.b. Viabilidad de las células en contacto con
SAC?

Cuando se empled SAC7 en el cultivo, los porcentajes de células no viables
estuvieron comprendidos entre el 1% y el 44% (media + D.5.: 16.6% + 14.8) -dia
uno-; entre el 0 y el 86% (31.1% + 26.2) -dia tres-; entre el 4% y el 85% (34.2% +
28.0) -dia cinco-; entre el 0 y el 90% (33.8% + 27.6) -dia siete- (Tabla 34).

La intensidad de fluorescencia de los antigenos de membrana de las células
con caracteristicas de apoptosis fue en todos los casos inferior a los valores
objetivados en las células viables. Asi, la media de la intensidad de fluorescencia
en las células B tras 24 horas en cultivo, para el antigeno CD43 FITC fue de 126.5 +
49.7 {para las células viables) y de 47.9 + 21.5 (para las células en apoptosis); para
el antigeno CD19 FITC, en las mismas circunstancias, los resultados fueron de 63.8
+ 22,9 v de 36.2 + 9.4, respectivamente; para el CDS5 FITC, de 56.6 + 26.9y 21.9 £
9.7; para el CD19 TC, de 396.6 + 194.1 y 157.5 + 77.6; para el CD5 TC, de 312.4 ¢
178.6 y 170.6 + 105.6; para el CD25, de 43.6 £ 22.8 y 21.6 + 20.7. S6lo en el caso
de la determinacién del R-IL6 mediante el empleo de la IL-6 conjugada con PE, la
intensidad de fluorescencia fue superior en las células en apoptosis (26.3 + 10.8,
en las mismas circunstancias descritas previamente) que en las células viables. Por
altimo, la intensidad de fluorescencia para los controles isotipo de los anticuerpos
monoclonales conjugados con FITC, PE y TC, fue mayor en las células en apoptosis
que en las células viables: 9,3 + 3.9 frente a 3.4 + 1.5, 11.6 + 3.0 frente a 4.8 ¢
1.2,y 37.7 + 30.1 frente a 7.5 £ 5.2 (Figuras 28 y 29).
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TABLA 33. PORCENTAJE DE CELULAS B EN CULTIVO NO VIABLES EN

SITUACION BASAL

Paciente dia 0 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
1 3% - 6% 18% 25%
2 4% - - - -

3 2% - - - -
4 10% 51% 61% 65% -
5 0% 5% 14% - 89
6 - - _ _ -
7 0% 7% 50% - 13%
8 1% 15% 42% - 37%
9 0% 139% 10% 15% 10%
10 0% 209% 19% 23% 19%
11 - - - - -
12 - - - - -
13 26% 13% - 32%
14 12% 15% 33% 39% 28%
i5 5% 149% 61% - -
16 0% 51% 63% 62% 62%
17 - - - - -
18 2% 3% 49% 1% 0%
19 - - - - -
20 494 17% 14% 6% 0%
21 0% 6% 189% 13% 13%
22 3% 7% 33% - 36%
23 2% - - - -
24 3% - - - -
25 - - - - -
26 0% 4% 15% 37% 0%
27 3% 34% 35% 19% 5%
28 1% - - - -
29 1% - - - -
30 1% - - - -
31 1% - - - -
32 5% - 34% 33% 21%
33 6% 51% 65% 77% 46%
34 40% 499% 71% 479% 19%
35 12% 40% 45% 54% -
36 2% - - - -
37 2% - - - -
38 0% 1% 6% 6% 6%
39 2% - - - -
n=22 4.0+£7.2* 21.5+17.6 31.9+21.0 32.2+22.6 20.0x16.5
(0-40%) (1% -51%) (4% -71%) (1% -77%) (0 -62%)

* Media + D.S. (rango).
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TABLA 34. PORCENTAJE DE CELULAS B NO VIABLES EN CULTIVO CON
SAC>

Paciente dia O 24 horas 72 horas 5 dias 7 dias
1 3% 5% 0% 4% 8%
2 496 30% - 38% -

3 2% - - - -
4 10% 44% 62% 61% -
5 0% 8% 7% - 13%
6 _ - . - -
7 0% 7% 449% - 30%
8 1% 6% - - 66%
9 0% 7% 7% 24% 0%
10 0% 16% 19% 19% 32%
11 - - - - -
12 - - - - -
13 27% 13% - 439%
14 12% 8% 12% 5% 16%
15 5% 8% 299% - -
16 0% 42% 60% 62% 55%
17 - - - - -
18 2% 3% 4% 5% 4%
19 - - - - -
20 4% 9% 40% 40% 45%
21 0% 4% 16% 12% 10%
22 3% 4% - - 29%
23 2% - - - -
24 3% - - - -
25 - - - - -
26 0% 3% 7% 9% 12%
27 3% 27% 201% 149% 25%
28 1% - - - -
29 1% - - - -
30 1% - - - -
31 1% 7% - 17% -
32 5% - 77% 85% 90%
33 6% 29% 57% 73% 71%
34 40% 449% 86% 83% 87%
35 12% 42% 57% 58% -
36 2% - - - -
37 2% - - - -
38 0% 1% 6% 6% 6%
39 2% - - - -
n=22 4.0+7.2* 16.6x14.8 31.1t26.2 34.2+28.0 33.8+27.6

(0 -40%) (1% -44%) (0-86%) (4% -85%) (0 -90%)

* Media + D.S. (rango).
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FIGURA 28. Anailisis por "Paint a gate" de la poblacién leucémica
purificada en cultivo. Control isotipo en las células viables y en las
que han sufrido apoptosis

FIGURA 29. Anélisis por "Paint a gate" de la poblacién leucémica
purificada en cultivo. Expresién del CD19 (FITC), CD5 (PE), HLA-DR
{(TC) en las células viables y en las que han sufrido apoptosis
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13. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

En seis pacientes se estudid la morfologia del ciclo celular de las células B
purificadas, tanto en el dia cero (dia de la extraccion de la muestra), como tras
permanecer en medio de cultivo durante tres y siete dias, bien en situacion basal o

en combinacién con varios mitégenos.

13.1. Analisis del ciclo celular en el dia cero

Se estudid el ciclo celular de las seis muestras tras obtener las células
purificadas con AET. El analisis se llevé a cabo sobre la poblacién celular viable con
el programa "Cell fit" del citémetro de flujo.

El porcentaje de células en la fase G fue del 92.9% + 1.27 (rango: 92.0% -
93.8%); en fase S fue del 3.5% = 1.41 (rango: 2.5% - 5.5%); y en fase G2/M de
3.5% £ 2.6 (rango: 1.79% - 5.49%).

13.2. Analisis del ciclo celular en el dia tres

Después de la obtencion de las células tras tres dias de cultivo, se realizd el
mismo analisis que el detallado en el apartado anterior. Se consiguieron células en
situacién basal y en contacto con IL-6 recombinante (a las dosis de 20, 10y 1
ng/mil) -sola o en combinacién con el éster del forbol (PDB)-, IL-2 (a dosis de 100
U/ml) -sola o en combinacion con el PDB-, PDB aislado, PHA y SAC3.

Salvo los resultados obtenidos con la PHA {fase Gy de 74.3% + 3.0 (rango:
71.3% - 77.3%),; fase S de 20.0% + 4.6 (rango: 15.3% - 24.6%); fase G2/M de 5.7%
+ 4.1 (rango: 2.6% - 10.3%)}, el resto no varian de forma sustancial de los
objetivados en el dia cero (Tabla 35).
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13.3. Analisis del ciclo celular en el dia siete

Se realizd en células leucémicas tras siete dias de cultivo. Los mitdgenos
empleados, sus combinaciones y sus dosis fueron las mismas que las del apartado
anterior.

Los resultados obtenidos con la PHA f{fase G; de 77.0% =+ 3.7 (rango: 72.8% -
79.9%); fase S de 20.1% + 4.1 (rango: 17.9% - 25.0%); fase G2/M de 2.7% + 0.9
{rango: 2.2% - 3.7%)} v el SAC? {fase G de 80.7% £ 14.2 (rango: 70.7% - 90.8%);
fase S de 18.8% + 14.6 (rango: 8.5% - 29.1%); fase G»/M de 0.4% £ 0.3 (rango:
0.2% - 0.7%)}, fueron diferentes a los del resto de los mitégenos empleados (Tabla
36}.
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TABLA 35.

LEUCEMICAS EN EL D{A TRES DE CULTIVO

ANALISIS DEL CICLO CELULAR DE LAS CELULAS

Mitégeno Fase Gg/Gy Fase S Fase G2/M

Basal 95.0% + 2.1* 4.1% + 1.6 0.8% + 0.5
(93.5% - 96.5%) (3.0-5.3) (0.5% - 1.2%)

IL-6 20 ng/ml 94.5% + 2.8 4.6% ¢ 2.7 0.9% + 0.1
(92.5% - 96.5%) (2.7% - 6.5%) (0.8% - 1.09%)

IL-6 10 ng/ml - - -

IL-6 1 ng/ml 94.9% + 0.8 3.8% + 0.8 1.1% £ 0.1
(94.4% - 95.5%) (3.3% - 4.4%) (1.0% - 1.2%)

1L-6 20 ng/ml 94.8% + 1.8 4.7% + 2.2 0.4% + 0.3
+PDB (93.5% - 96.1%) (3.2% - 6.3%) (0.2% - 0.7%)

IL-6 10 ng/ml 95.0% = 0.3 4.5% + 0.3 0.5% + 0.3
+PDB {94.8% - 95.29%) {4.4% - 4.6%) (0.4% - 0.6%)

IL-6 1 ng/ml +PDB 95.1% £ 0.2 4.4% + 0.2 0.6% + 0.2
(95.3% - 95.0%) (4.3% - 4.6%) (0.7% - 0.4%)

IL-2 100 U/ml 93.6% £ 6.0 6.1% + 6.0 0.1% + 0.1
(89.4% - 97.9%) (1.9% - 10.4%) (0.1% - 0.2%)

IL-2 100 U/ml + 96.3% + 2.0 1.8% + 0.2 0.6% £ 0.2
PDB (97.8% - 94.9%) (1.7% - 2.0%) (0.5% - 0.8%)

PDB 96.0% = 1.9 3.6% + 1.9 0.4% + 0.2
(94.7% - 97.4%) {2.3% - 5.0%) {0.3% - 0.5%)

PHA 74.3% = 3.0 20.0% + 4.6 5.7% = 4.1
(71.3% - 77.3%)  (15.3% - 24.6%) (2.6% - 10.3%)

SAC2 92.4% + 4.2 4.7% + 1.3 1.0% + 0.3

{89.5% - 95.4%)

* Media + D.S. (Rango).

(3.8% - 5.7%)

(0.8% - 1.2%)
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TABLA 36. ANALISIS DEL CICLO CELULAR DE

LEUCEMICAS EN EL DIA SIETE DE CULTIVO

LAS CELULAS

Mitoégeno Fase Gp/G1 Fase S Fase G2/M
Basal 96.6% + 3.0 3.0% + 2.4 0.9% + 0.1
(94.3% - 98.8%) (0.2% - 4.5%) (0.8% - 1.1%)
I1-6 20 ng/ml 95.0% £ 1.5 3.4% + 0.1 1.8% + 1.1
{94.0% - 96.7%) {3.3% - 3.5%) {1.0% - 2.6%)
IL-6 10 ng/ml 96.5% + 0.0 1.9% £ 0.0 1.6% + 0.0
(96.5%) {1.9%) {1.6%)
IL-6 1 ng/ml 85.0% £ 0.0 12.4% = 0.0 2.6% + 0.0
(85.0%) (12.4%) (2.6%)
IL-6 20 ng/ml 96.0% + 0.8 3.0% + 1.1 1.0% = 0.4
+PDB (95.4% - 96.6%) {2.2% - 3.83%) {0.7% - 1.3%)
IL-6 10 ng/mil 96.1% + 0.0 3.6% £ 0.0 0.3% + 0.0
+PDB (96.1%) (3.6%) (0.3%)
IL-6 1 ng/ml +PDB 96.3% = 0.0 3.4% + 0.0 0.3% + 0.0
(96.3%) (3.4%) {0.3%)
IL-2 100 U/mt 94.6% = 0.2 4.0% + 0.1 1.2% = 0.2
(94.5% - 94.8%) {4.0% - 4.1%) (1.19% - 1.49%);)
IL-2 100 U/ml + 94.6% + 0.0 3.4% = 0.0 2.0% + 0.0
PDB (94.6%) (3.4%) (2.0%)
PDB 95.2% + 0.8 4.0% = 0.3 0.8% + 1.0
{94.3% - 95.9%) (3.8% - 4.3%) (0.2% - 1.9%)
PHA 77.0% + 3.7 20.1% + 4.1 2.7% + 0.9
(72.8% - 79,9%) {(17.9% - 25%) (2.2% - 3.7%)
SAC2 80.7% + 14.2 18.8% + 14.6 0.4% + 0.3
(70.7% - 90.8%) (8.5% - 29.1%) (0.2% - 0.7%)

* Media % D.S. (Rango).
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DISCUSION



La LLC-B es una enfermedad linfoproliferativa crénica de células B, y
constituye la leucemia con mayor incidencia en los paises occidentales. Las
manifestaciones clinicas y el curso de la enfermedad varia de unos pacientes a
otros, y a pesar de los sistemas de estadiaje actuales, es dificil pronosticar el curso
individual de la enfermedad (Montserrat, 1992).

Existe la conviccion de que factores solubles pueden jugar un papel relevante
en la patogénesis y/0 en el curso clinico de varias neoplasias hematoldgicas, entre
ellas la LLC-B. La investigacion de las citocinas relacionadas con la funcion de los
linfocitos B vy la expresién de sus receptores en las células de 1a LLC-B puede ayudar
a conocer la conexion existente entre estos factores y la ransformacion leucémica.
Entre las citocinas estudiadas en relacién a esta enfermedad, las que han sido
objeto de un analisis mds exhaustivo en los altimos afics son el TNFe, la IL-2 v la IL-
4. A las dos primeras se les ha atribuido una accién positiva, y a la IL-4 un efecto
negativo sobre la proliferacidn celular leucémica, si bien de forma inconsistente
{Alvarez-Mon y col., 1989; Luo y col,, 1991; Trentin y col., 1993; Reittie y
Hoffbrand, 1994; Tsilivakos y col,, 1994). En relacién a la [L-6 son escasos los
trabajos publicados, siendo los resultados contradictorios en su mayoria (Biondi y
col,, 1989, Caligaris-Cappio y col., 1989; Carlsson y col., 1989; Freeman y col,,
1989; Digel y col., 1991; Van Kooten y col., 1992; Burke y col., 1993; Jewell y col,,
1993; Plate y col., 1993p; Aderka v col., 1993; Rambaldi v col., 1993).

Hay que tener en cuenta ademds, que debido a la redundancia y al
pleiotropismo de las citocinas, unas pueden influir y modificar la accion de las
restantes, pudiendo intervenir de este modo multiples citocinas en la patogénesis
de una enfermedad. En la Introduccion se ba descrito la accidén de las distintas
citocinas sobre las células de estirpe B de la LLC-B. Asi, la IL-7 estimula la expresién
de los receptores de la IL-2 y los del TNFa en la LLC-B (Plate y col., 1993p); la IL-2
incrementa la expresion del receptor de la IL-3 (Trentin y col., 1994) y la secrecion
del TNFa (Larsson y col., 1993); el TGFp inhibe la produccién de la IL-6 por las
células del estroma (Lagneaux y col, 1992); la IL-4 aumenta la expresion de la
cadena alfa del R-IL2 (Shubinsky y col., 1994) y tiene un efecto negativo sobre la
proliferacién celular leucémica inducida por el TNFa (Van Kooten y col., 1992), por
el [FNy (Karray y col., 1988¢), o por la IL-2 (Karray y col., 19883); el IFNa contrarresta
la accién del TNFe, también en la LLC-B (Cordingley vy col., 1988); la IL-10 permite la

respuesta de los linfocitos B neoplasicos a la IL-2 a través de la induccion de los
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receptores de alta afinidad de la IL-2 en esas células (Fluckiger y col., 1993).
Ademas, hay que tener presente que estas citocinas pueden realizar su accién
sobre la poblacién de células T, la cual serd a su vez origen de una nueva
produccion de estos factores solubles, que ejerceran su funcién sobre las células B
leucémicas. También existe la posibilidad de que una variedad de citocinas (IFNy,
IFNe, IL-2, TNFa, GM-CSF, M-CSF) puedan estimular la lisis de células tumorales .
dependiente de anticuerpos, como se ha demostrado en las CMSP de personas
sanas (Cemerlic y col,, 1991). Por tltimo, dentro de la heterogeneidad de la
enfermedad, no se debe olvidar la posibilidad de que unas citocinas sean las
responsables de la génesis de la LLC-B en unos pacientes, y que otras lo sean en
otros. De los trabajos publicados hasta el momento no se puede extraer un esquema
claro del papel especifico que tienen esas citocinas o sus receptores en la
proliferacién de las células B leucémicas en la LLC-B y en la progresién de la

enfermedad.

Esta Tesis ha intentado profundizar en el papel de la IL-6 en la LLC-B,
analizando si esta citocina se comporta de modo parecido o no a como lo hace en el
mieloma maultiple (Kawano y col., 1988); es decir, si la IL-6 es 0 no un factor
autocrino en el desarrollo de la LLC-B. Para ello, se han fijado unos objetivos ya
detallados en otro capitulo de este estudio, que han inctuido el estudio fenotipico
de las células de la LLC-B (con atencién especifica en la expresién del receptor de la
IL-6 en su membrana), el analisis de la accién de la IL-6 (asi como de 1a IL-2 v un
éster del forbol} sobre la proliferaciéon y la diferenciacién de los linfocitos B
leucémicos, y la determinacion de la produccion de dicha citocina y de su receptor
soluble por parte de las células neopldsicas de la LLC-B.

En este trabajo se han analizado treinta y nueve pacientes diagnosticados de
LLC-B, veinticinco mujeres y catorce varones, que nc habian recibido tratamiento
previo a la realizacién de este estudio, recopilando las muestras en un periodo de
dieciocho meses, lo que ha facilitado su estudio homogéneo. El predominio de
mujeres sobre varones discrepa de la mayor prevalencia descrita de esta
enfermedad en varones (Catovsky y Foa, 1990), si bien es cierto que no son
pacientes diagnosticados de forma consecutiva. La edad de los pacientes osciloé
entre los 46 y 82 arios (65 + 9) y ninguno tenia en el momento del diagnéstico
menos de 40 afios, lo que apoya la rareza de esta entidad en décadas tempranas de
la vida (Gale y Foon, 1987; Montserrat y col., 1991, Batata y Shen, 1992).

Los pacientes se distribuyeron segun los estadios de la clasificacion de Rai y

Binet., Ambos sistemas de estadiaje han demostrado la correlacién entre los
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distintos estadios en ellas propuestos y las curvas de supervivencia de la LLC (Rai y
col.,, 1975; Binet y col,, 1981). Veintidés pacientes se encontraban en el estadio 0
de Rai, cinco en el estadio I, nueve en el estadio II, uno en el estadio III y dos en el
estadio IV, Por 1o tanto, veintidés pacientes pertenecian al grupo de riesgo bajo
{estadio 0), catorce al grupo de riesgo intermedio (estadios { y 1I), y tres al grupo de
riesgo alto (estadios Il y IV). Por lo que hace referencia a la clasificacién de Binet,
treinta y uno de los pacientes estaban inciuidos en el estadio A, cinco en el estadio
B y tres en el estadio C. La distribucién de los enfermos por estadios viene
condicionada porque en el estudio sélo se incluyeron pacientes que no habian
recibido previamente ningun tipo de tratamiento especifico para la LLC-B. De ahi,
el alto porcentaje de enfermos en los grupos de riesgo bajo e intermedio segiin la
clasificacién de Rai, y en el grupo A de la clasificacion de Binet,

S6lo un paciente presentd fendmenos de autoinmunidad, que consistieron
en la positividad de la prueba de Coombs directo, en ausencia de anemia,
trombocitopenia o neutropenia autoinmune. En términos relativos, supone una
cifra de un 3% de los pacientes incluidos en la serie. Este valor es discretamente
inferior a lo publicado (Catovsky y Foa, 1990}, aunque, como ya se ha reflejado
anteriormente, los enfermos de este estudio se han recogido de forma no aleatoria,
no incluyendo pacientes tratados previamente o que estaban recibiendo
tratamiento especifico para su LLC-B en ese momento. Ningiin paciente presentaba
paraproteinemia monoclonali.

Estudio inmunofenotipico de las células mononucleadas
de sangre periférica y de los linfocitos B purificados

Se analizaron las poblaciones de linfocitos T, células "natural killer”,
monocitos y de linfocitos B en las CMSP mediante citometria de flujo.

Solo en uno de los veintiséis pacientes en los que se estudid la expresion de
los antigenos de superficie de membrana CD4 y CD8, se objetivd inversiéon del
cociente linfocitario CD4/CD8. Esto contrasta con publicaciones previas, en las que
aparece con mayor frecuencia una inversion de este cociente, que es atribuido a
una expansion de la poblacién linfocitaria supresora CD3 (+) CD8 (+) (Lauria y col.,
1974; Laguna, 1983; Markey vy col., 1986; Gale y Foon, 1987). No se observaron en
el analisis células que expresaran simultaneamente los antigenos CD4 y CD8 -tipico

235



de los timocitos y no de los linfocitos T maduros-, a diferencia también de los
resultados de otras series. Como ya se describio en la Introduccion, los datos hasta
ahora conocidos y publicados sobre este campo son poco claros y en su mayoria
contradictorios (Freedman, 1990; Dighiero, 1993).

El namero relativo de células NK entre las CMSP analizadas, no estaba
aumentado; s6lo dos de los treinta y tres pacientes en los que se ha efectuado el
analisis, tenian un porcentaje de células NK igual o superior al 10% (10% y 20%
respectivamente}. No se realizd un estudic de la actividad funcional de estas
células, que se ha demostrado que esta disminuida en la LLC-B {Foa y col., 1986;
Alvarez-Mon y col., 1986; Alvarez-Mon y col., 1987).

El porcentaje de monocitos en la poblacion analizada estaba disminuido en la
mayoria de los casos (el 85% de las muestras tenian una cifra igual o inferior al
5%), como es de esperar en la LLC-B por la expansién de la poblacioén neoplasica.

Los linfocitos B de todos los pacientes analizados expresaban, de forma
unica, la cadena ligera de la inmunoglobulina kappa (70% de los casos) ¢ lambda, lo
que apoya el origen clonal de este proceso linfoproliferativo (Brouet y Seligmann,
1977; Solanki y col., 1982). La intensidad de fluorescencia para ambos antigenos
fue inferior a la del antigeno de superficie de membrana Pan B, CD19, de acuerdo
con lo ya conocido de que la intensidad de expresiéon de la inmunoglobulina de
superficie en el linfocito B leucémico es mucho mas débil que en el linfocito B
normal (Brouet y Seligmann, 1977).

Todos los lifocitos B de cada muestra de CMSP analizada expresaban en su
membrana de superficie los antigenos CD5, CD20, HLA DR, asi como el CD19, que
definen a la poblacién linfocitaria B. El porcentaje de células que expresaron los
cuatro antigenos de membrana sefialados fue parecido, teniendo en cuenta que el
antigeno CDS5 lo expresan los linfocitos T junto a los linfocitos B de la LLC-B, ¥ que el
HLA DR es expresado por las células presentadoras de antigeno, como son el
linfocito B y los macréfagos. La coexpresién de estos antigenos de membrana apoya
el diagnoéstico de LLC con fenotipo B y constituyé un punto de partida basico para la
recogida e inclusion de los pacientes en este trabajo (Freedman y Nadler, 1987;
Freedman, 1990; Catovsky y Foa, 1990; Cheson, 1991). En cuanto hace referencia a
la densidad antigénica, reflejada por la medida de la intensidad de flucrescencia,
llama la atencién la menor densidad del antigeno de superficie de membrana
CD20, en comparacién con el resto de los antigenos estudiados, lo que coincide con
datos de pubilicaciones recientes (Ginaldi y col., 1994), y que lleva a sugerir que en
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los pacientes con LLC-B el CD19 es el antigeno de superficie mas fiable para la
identificacion del fenotipo B de la estirpe celular leucémica, antes que el propio
CD20. Se observd también variabilidad entre las distintas muestras de células
leucémica en relacion a la densidad antigénica de los antigenos citados.

En ninguna de las muestras estudiadas se observd que las células B
leucémicas expresaran en su membrana antigenos de la linea mielomonocitica
(CD14), lo que apoya la rareza de este hallazgo (Polliack y col, 1992; Temperton y
col.,, 1993}, en contra de la informacién recogida en otras revisicnes de la
enfermedad (Dighiero, 1992; Montserrat, 1992; O'Brien y col., 1995).

En las muestras en que se analizé la presencia de receptores para los
hematies de ratén, se comprobd su validez como marcador diagnéstico de la LLC-B,
coincidiendo asi con opiniones vertidas con anterioridad (Laguna, 1983; Batata y
Shen, 1992; Hokland y col., 1992). Sin embargo, la técnica es laboriosa y subjetiva
si se compara con el estudio fenotipico de la poblacion celular mediante citometria
de flujo, y no ha sido necesaria para establecer el diagnéstico de LLC-B en los

pacientes incluidos en esta serie.

A las CMSP obtenidas (Boyum, 1968) se les someti¢ a un proceso de
eliminacion de los linfocitos T, mediante la realizacidén de una seleccion negativa
con hematies de carnero tratados con AET, con el fin de obtener la poblacion de
linfocitos B purificada (Jondal y col., 1972; Kaplan y col., 1976; Madsen y col.,
1980). Con este procedimiento se consiguid que en treinta de las treinta y nueve
muestras obtenidas (77%) el porcentaje de linfocitos T, monocitos v células NK fuera
inferior al 5%. El porcentaje del 95% de células B leucémicas purificadas es el
empleado con mas frecuencia por los distintos grupos de trabajo (Biondi y col.,
1989; Lahat y col, 1991). No se utilizé ninguna técnica de separacién de los

monocitos ni de las células NK.

Andlisis de la expresién del receptor de la IL-2 en la
superficie del linfocito B de la LLC

El receptor de la IL-2 es un complejo molecular compuesto por tres cadenas
polipeptidicas diferentes -a, B, y-, que tienen propiedades funcionales diversas.

Este receptor es de alta afinidad cuando existe una interaccion estrecha entre sus
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cadenas o y B (Burton y Kay, 1994). En este trabajo no se ha analizado si los
receptores para la IL-2 que existen en los linfocitos neoplasicos de la LLC-B son de
alta afinidad, por no haberse examinado la presencia de su cadena B.

Las celulas de la LLC-B expresan en su membrana, de forma constitutiva, el
CD25 (cadena « del R-IL2} en un porcentaje variable. En este estudio, el 24% de los -
pacientes en los que se analizé la expresién de este antigeno, no presentaban en su
superficie de membrana el CD25 (expresién inferior o igual al 15%), mientras que
el 76% de los pacientes estudiados si lo expresaron. Estos resultados estian en
consonancia con 1os publicados por distintos grupes en los Gltimos afios {Aguilar-
Santelises y col., 1993; Tsilivakos y col., 1994; Nakase y col., 1994; Burton y Kay,

1994), discrepando de la informacién aportada previamente {Touw y col., 1987).

Las muestras que expresaron el CD25 en sus linfocitos B, lo hicieron en todas
sus cé€lulas. Este hallazgo contradice lo sugerido por otros estudios (Tsilivakos y col.,
1994), segun los cuales, dentro del mismo paciente, unas células expresarian dicho
antigeno de superficie y otras no, lo que indicaria la existencia de una
heterogeneidad fenotipica intraclénica. Esta aparente divergencia puede explicarse
por la baja densidad de este antigeno de activacién celular en los linfocitos B
leucémicos, medido de forma indirecta por la intensidad de fluorescencia en la
citometria de flujo. Tanto la media como la mediana de fluorescencia para la
expresion del R-IL2 en los linfocitos B de la LLC-B, fueron muy inferiores a las
obtenidas para los antigenos de superficie CD19, CD5, HLA DR e incluso CD20. Sin
embargo, fue similar a la del R-IL6 como se describe mas adelante. Esta baja
densidad antigénica puede llevar a una interpretacion errénea de los resultados, si
se emplea un método incorrecto de analisis. Por eso, en este estudio se ha
empleado un procedimiento matematico de sustraccién de histogramas, aportado
por el programa Lysys II, mas exacto que el analisis convenciconal (calculo de
poblaciones celulares positivas y negativas mediante la colocacion de cursores).

Sin embargo, a pesar de que el método utilizado se acerca bastante a la
realidad, no se puede descartar que los pacientes en los que no se observd
expresidén de este antigeno de superficie, no lo expresaran realmente. Esto es
debido, como va se ha explicado, a que la deteccidén correcta del CD25 mediante
citometria de flujo, esta limitada por su baja densidad antigénica, es decir, por la
presencia de un namero bajo de estas proteinas, Existen técnicas mas sensibles
(ensayo de unién al R-IL2 de la IL-2 marcada con el isétopo 3H) que llevan a
resultados mas seguros y que deben ser empleadas en casos de aparente
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negatividad antigénica no esperada (Muraguchi y col., 1985; Yagura y col., 1990;
Burton y Kay, 1994).

El R-11.2 lo expresan, entre otros grupos celulares, los linfocitos B activados o
estimulados (Burton y Kay, 1994). En este sentido, el 76% de los pacientes con LLC-
B de esta serie en los que se ha visto la expresién del antigeno celular CD25,
podrian ser consideradas como células activadas. Sin embargo, se sabe que el
antigeno CD25 no es un epitope funcional para la IL-2, por lo que la sola presencia
de la cadena o del R-IL2 en las células no es suficiente para que la IL-2 induzca en

ellas una respuesta mitogénica.

Acciébn de la IL-2 recombinante y el PDB sobre la
proliferacién celular

Se estudio 1a respuesta proliferativa de los linfocitos B leucémicos, en cultivo
de tres y siete dias y a diferentes concentraciones {100.000 y 500.000
células/pocillo}, frente a la IL-2 exdgena aislada y en combinacién con el PDB. Del
mismo modo que se encontré variabilidad entre los pacientes en 1o que hace
referencia a la expresion de la cadena a del R-IL2, también Ia hubo al analizar el
efecto de la IL-2 sobre [a proliferacidn celular. Este hallazgo puede ser reflejo de la
heterogeneidad funcional de los linfocitos B de la LLC-B (Karray y col., 1987).

La IL-2, empleada tanto de forma aislada como en asociacién con el éster del
forbol, en los experimentos con duracion de tres y de siete dias y a la concentraciéon
de 100.000 células/pocillo, no indujo l1a proliferacion de los linfocitos B leucémicos.
Por lo que hace referencia al experimento diseilado con la concentracion de
500.000 células/pocillo y con una duracidén de siete dias, la IL-2 utilizada de
manera aislada a la dosis de 100 U/ml, y en combinacién con el PDB a 10 U/ml,
tuvo un efecto positivo sobre la proliferacién celular leucémica {(p < 0.05). La falta
de respuesta de los linfocitos B leucémicos a la IL-2, observada en todos los casos
excepto en los ultimos mencionados, podria ser explicada por anomalias
constitucionales o funcionales del R-ILZ (internalizacién, fosforilizacién), o a la
altura del segundo mensajero.

La observacién de que los indices de proliferacién fueran superiores en los

experimentos disefiados con una duracién de siete dias y una concentracion celular
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de 500.000 celulas/pocillo que en los de tres dias, no difiere de otras aportaciones
(Karray y col., 1987; Yagura y col., 1990; Burke y col., 1993). No se ha investigado
el por qué de este hallazgo, aunque podria estar en relacion con la muerte celular
programada que sufren los linfocitos B de la LLC-B cuando se mantienen en cultivo
{Collins y col., 1989), posiblemente en una proporciéon mayor que la experimentada
por la poblacidn de células T presentes en ese mismo cultivo, que proliferarian en
respuesta a la IL-2.

Se analizo si la expresion del CD25 por las células B leucémicas se
relacionaba con la respuesta proliferativa a la IL-2, resultando que la expresiéon del
R-IL2 se asociaba a una proliferacién celular superior a la obtenida cuando las
muestras de linfocitos B purificados no expresaban dicho receptor (p < 0.05),
aunque soélo cuando se empled la IL-2 de forma aislada en los cultivos de siete dias,
con una concentraciéon de 500.000 células/pocillo. Esta conclusion, extraida del
analisis del conjunto de los pacientes, no obvia el que de forma individualizada
existieran enfermos que aunque no expresaran de forma constitutiva el receptor
de la IL-2 proliferaran en presencia de la IL-2 recombinante y viceversa, datos que
confirman otros de reciente publicacién (Tsilivakos y col., 1994). El valor de este
hallazgo, relativo al antigeno CD25 puede ser valido también para los receptores de
alta afinidad de la IL-2, pues se ha demostrado que los linfocitos B de la LLC-B
presentan receptores de alta afinidad para la IL-2 independientemente de su
respuesta mitogénica a la citocina {Yagura y col., 1990).

En resumen, los resultados de este trabajo parecen indicar que existe una
correlacion entre la presencia de la cadena « del R-IL2 y la proliferacién celular
frente a la IL-2. Ademas, se supone que este elevado porcentaje de expresion del
receptor de la IL-2 en los linfocitos B leucémicos en 1a LLC-B juega un papel en la
disfuncidn del sistema de células T v NK, a través de la capacidad potencial de sus
receptores solubles de ligar la IL-2 circulante (Kay y col., 1988). En cualquier caso,
la conjuncion de todos los datos y de otros ya existentes en la literatura (Burton y
Kay, 1994), sugieren que la IL-2 no es de forma consistente un factor de

crecimiento in vitro para esta neoplasia hematologica.

Por otro lado, el PDR no estimuld, cuando se empled de forma aislada, la
proliferacién celular leucémica en ninguno de los tres tipos de experimentos
disefiados, aunque de forma individual si hubo pacientes cuyas células B
respondieron a la accion de dicho mitégeno. Este hallazgo esta también en
consonancia con los de otros grupos, que objetivan una hetogeneidad en la
respuesta de los linfocitos B de la LLC-B al éster del forbol (Okamura y col,, 1982).
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Acciébn de la IL-2 recombinante y el PDB sobre la
diferenciacién celular

El andlisis funcional del R-IL2 se completd con el estudio de la accién de la
citocina sobre la diferenciacién celular leucémica. La produccion de
inmunoglobulinas por la célula plasmatica representa el estadio final de la
maduracién del linfocito B y la culminacién de su funcién. La IL-2 exégena
-empleada de forma aislada y a la dosis de 100 U/ml-, no indujo la produccién de
inmunoglobulina A ni G por parte del linfocito B leucémico, al contrario de lo que
ocurrid con la inmuncglobulina de clase M, que aumento (p < 0.05), aunque de
forma heterogénea, cuando se afiadid al medio de cultivo la 1L-2 a la dosis
mencionada. Sin embargo, no se objetivd que la [L-2 indujera cambios en el
fenotipo de las células B leucémicas tras siete dias de cultivo, hecho que podria ser
debido al escaso nimero de células que habrian experimentado diferenciacion en

presencia de la IL-2 exdgena.

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los publicados por otros
grupos de trabajo (Poljak y col.,, 1993). Es un hecho conocido que existe una
secrecion espontanea de IgM por parte de los linfocitos B de la LLC-B y que el
estimulo en la produccién de dicha inmunoglobulina por la IL-2 se produce de
forma heterogénea en estos enfermos. Ademas, y a diferencia de lo que se observa
en personas sanas, la adicion al medio de cultive de esta interleucina no induce la
produccién de IgG, y 1a secrecién de IgM por parte de los linfocitos B de la LLC-B es
inferior a la detectada en el grupo de individuos sanos (Poljak y col., 1993). Estas
observaciones hablarian también a favor de un diferente grado de incapacidad
funcional de las células B leucémicas.

De igual forma a lo observado para la IL-2, el éster del forbol empleado (PDB)
indujo la produccién de IgM (p < 0.05) pero no de IgA ni de IgG. Tampoco se
evidencié cambio en el fenotipo de las células leucémicas tras siete dias de cultivo
en presencia de PDB, En el caso de ambos mitégenos (IL-2 y PDB) no se analizo si la
inmunoglobulina detectada era monoclonal. Este estudio ha sido ya realizado por
otros autores, que han demostrado la monoclonalidad de las inmunoglobulinas
secretadas por las células leucémicas de la LLC-B en cultivo (deteccién de la cadena
ligera lambda o kappa de dicha Ig), haciendo notar ademas que la produccion de la
Ig monoclonal por las células leucémicas puede venir oculta por la produccion de
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otras Ig por una pequefia proporcion de células B no neoplasicas presentes en los
cultivos (Poljak y col., 1993; Van Kooten y col., 19933). Como ya se ha mencionado,
ninguna de las muestras incluidas en el estudico procedia de pacientes con
paraproteinemia monoclonal.

Se ha demostrado que el éster del forbol "12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-
acetate”, induce la aparicion de un 90 a un 100% de células de aspecto
linfoblastoide y plasmocitoide después de cuatro dias de cultivo de las células B de
la LLC-B. Ademas, bajo su influencia, alrededor del 50% al 90% de las células
leucémicas de la LLC-B expresan con el tiempo cantidades crecientes de
inmunoglobulina intracitoplasmatica, observandose al mismo tiempo una
disminucién en la densidad de la inmunoglobulina de superficie monoclonal y de la
sintesis de ADN (Toétterman vy col, 1980; Okamura y col., 1982). De igual forma, el
"12-mirystate-phorbol-13-acetate" induce la diferenciacion celular en la LLC-B (Van
Kooten y col., 19933). Ademas, hay autores que comentan que la capacidad que
tienen las células B leucémicas de diferenciarse en respuesta a las sefiales via
segundo mensajero esta intacta (Drexler y col, 1987).

Pudiera ocurrir que existieran estadios diversos de parada en el proceso de
diferenciacion dentro del mismo clon expandido de células B de la LLC-B. El clon de
linfocitos B CD5 (+) podria ser una poblacion acumulada de células B detenidas en
varios estadios madurativos a lo largo de su camino de diferenciaciéon, debido a
factores insuficientes implicados en dicho proceso, mas que representar una

neoplasia tipica.

Analisis de la expresién del receptor de la IL-6 en la
superficie del linfocito B de la LLC-B

En las veintiocho muestras incluidas en el analisis se observé la expresion
constitutiva del receptor de la IL-6 en la membrana de superficie en el 91.2% + 4.9
de los linfocitos B leucémicos (85% - 100%), cuando se llevd a cabo la técnica de
inmunofluorescencia directa, con la propia citocina usada como ligando en unién a
la ficoeritrina. La intensidad de fluorescencia de este antigeno de superficie fue
inferior al obtenido con los antigenos que definen la poblacién leucémica (CD19,
CD5, HLA DR e incluso el CD20), pero similar al CD25. Esto es signo indirecto de la
baja densidad de este antigeno en la superficie del linfocito B. El resultado
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obtenido mediante el programa de andlisis "Paint a gate" del citémetro de flujo fue
superponible {al igual que se objetivé con el estudio del antigeno CD25) al del
programa "Lysys II", utilizando al mismo tiempo la operacién aritmética de la
sustraccidn de histogramas facilitada por dicho programa.

La no comprobaciéon de la unién especifica de la IL-6 al receptor de dicha
citocina en la membrana del linfocito B leucémico mediante la preincubacion de
dichas células con un exceso de IL-6, se suplio con el desarrollo de una técnica
indirecta de inmunofluorescencia y la utilizacién de un anticuerpo especifico
frente a dicho antigeno de membrana. Cuando se analizaron los resultados
obtenidos con este método, se observd una menor expresion del R-IL6 por los
linfocitos B de las muestras purificadas de LLC-B (52.5% + 16.7; rango: 20% - 85%)
respecto a los resultados obtenidos con la técnica de inmunofluorescencia directa.
Este hallazgo confirma los de otras publicaciones que demuestran que el empleo del
anticuerpo especifico frente al antigeno (R-IL6) constituye una técnica mencs
sensible que la que utiliza el propio ligando (Aguilar-Santelises y col., 1993).

La interleucina 6 realiza su accidén a través de un receptor de membrana y
debido al pleiotropismo de esta interleucina, se pueden encontrar receptores de
esta interleucina en varias lineas celulares {(Taga y Kishimoto, 1992,). En relacién a
la estirpe celular B, el R-IL6 no se expresa en linfocitos B no activados y si en
linfocitos B activados {Taga y Kishimoto, 1992;). Segun esta aseveracion,
repetidamente contrastada (Taga y col., 1987; Conlie P, 1989; Munck-Petersen C,
1990; Gearing D. P., 1992; Wognum y col., 1993), los datos obtenidos en esta serie
de pacientes de LLC-B indicarian que los linfocitos de estos enfermos muestran
caracteristicas de células activadas. Esta observacién se une al hallazgo de la
expresion del receptor de la IL-2 en estas mismas céiulas. La presencia de células
activadas, como se deduce de la deteccion de los antigenos de activacion CD25 y R-
IL6, no implica que se produzca de forma consecutiva la proliferaciéon celular (Engel
y col., 1989).

La observacién de que los linfocitos B leucémicos expresan el R-IL6, como
indicador de activacion celular {Taga y Kishimoto, 1992;), esta en consonancia con
otras publicaciones sobre antigenos de membrana o propiedades de estas células,
que llevan a sugerir que realmente son células activadas de forma basal. En este
sentido, también se conoce la capacidad de los linfocitos B de la LLC-B de producir
TNFe (Morabito y col., 1993} e IL-8 (Di Celle y col., 1994) en ausencia de mitogenos,
y la presencia en estas células de receptores de alta afinidad para el TNFa (Nilsson y
col., 1992; Waage v col,, 1992; Trentin y col,, 1993; Trentin y col., 1994} y el IFNy
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(Dadmarz y Cawley, 1988) de forma constitutiva. Sin embargo, no todas las
muestras de los pacientes que expresaron el receptor de membrana de la IL-6
presentaron la cadena alfa del R-IL2, siendc ambos como son antigenos de
activacién, aunque hay que tener en cuenta las limitaciones del estudio citométrico
ya comentadas.

La demostracion de la expresion constitutiva del receptor de la IL-6 en los
linfocitos B leucémicos contradice los hallazgos negativos en este campo publicados
previamente (Perri, 1986; Nilsson y col., 1992; Aguilar-Santelises y col,, 1993},
pero confirma el resultado obtenido por otros grupos de trabajo, que objetivan la
expresiéon del receptor de esta citocina aunque de forma poco intensa (Lavabre-
Bertrand y col., 1992), o bien demuestran la expresion del ARNm del receptor de la
[L-6 en los pacientes con LLC-B (Plate y col., 1993p).

El andlisis de la expresion del R-IL6 en los pacientes distribuidos segan el
sistema de estadiaje de Rai, demostré que aquellas muestras de enfermos incluidos
en €l grupo de riesgo bajo (estadio 0) expresaban el receptor de membrana de la IL-
6 en un porcentaje mayor que las pertenecientes al grupo de riesgo intermedio
(estadios I y II) (p < 0.05). El significado de este hallazgo, no descrito previamente,
se discute mas adelante.

Una vez conocida la presencia del receptor de la IL-6 en la membrana de
superficie del linfocito B de la LLC-B, se planteo la accion ejercida por la IL-6 sobre
esas células, es decir, sobre la induccién o regulacién de la proliferacién y
diferenciacion de las células B leucémicas, y su relacidén con el desarrollo de

fendmenos autoinmunes.

Efecto de la IL-6 exégena, y de un anticuerpo especifico
frente a la IL-6 sobre la proliferacién celular en la LLC-B

La IL-6 no estimula ni inhibe la proliferacién de las células B normales, a
diferencia de su accién positiva sobre los linfocitos T (Taga y Kishimoto, 1992;).

En este estudio se analizé la accion desarrollada por la IL-6 recombinante,

con un rango de dosis comprendido entre 20 ng/ml y 0.625 pg/ml, sobre las
células B de la LLC-B en cultivo de tres y siete dias de duracién y a una
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concentracién de 100.000 y 500.000 células/pocillo. La IL-6, al emplearla de forma
aislada en las distintas condiciones de cultivo, no indujo la proliferacién de los
linfocitos B de la LLC-B en ningun caso. Ademads, para las dieciséis dosis de IL-6
empleadas, los indices de proliferacion fueron inferiores a 1.03 en los tres tipos de
experimentos realizados.

Se observd una inhibicion de la proliferacién inferior al 50% (es decir, con
indices de proliferacion comprendidos entre 0.50 y 1.00) cuando se realizd el
experimento con una duracién de tres y siete dias con una concentracién de
100.000 células/pocillo. Por el contrario, cuando se llevaron a cabo los cultivos
durante siete dias con una concentracién celular de 500.000 células/pocillo, se
produjo una inhibicion de la proliferacién celular superior al 50% (indices de
proliferacion inferior a 0.50) al emplear las cuatro dosis mas altas de IL-6 exdgena
{20 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/mly 2.5 ng/ml) e inferior al 50% en el resto de las dosis
(p < 0.05).

La ausencia de proliferacién celular producida con la IL-6 se objetivé
también al analizar los resultados obtenidos al estudiar la morfologia de los ciclos
celulares de células B leucémicas en cultivo con dicha citocina, La fase Ga/My Sen
conjunto no superaban el 5.5% de las células viables en los seis pacientes
analizados, tanto con {a dosis de IL-6 de 20 ng/ml como con lade 10y 1 ng/ml, y
tanto a los tres como a los siete dias de cultivo.

Por lo tanto, la IL-6 se comporta de forma semejante a como lo hace en
linfocitos B de personas sanas, ya que no induce la proliferaciéon celular. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre en las células B normales, los linfocitos B de
la LLC-B responden a la IL-6 inhibiendo su proliferacion, en un porcentaje superior
al 309 cuando se utilizan las dosis de citocina exdgena ya mencionadas. Este
hallazgo esta de acuerdo con el encontrado, aunque de forma mas limitada, por
Aderka y col., 1993, e iria en contra de otras publicaciones, en las cuales no se
observo ningun efecto de la IL-6 sobre la proliferacién celular leucémica (Caligaris-
Cappio y col,, 1989; Carlsson y col,, 1989; Digel y col,, 1991; Van Kooten y col,,
1992; Jewell y col., 1993).

Al utilizar 1a IL-6 recombinante en combinacion con el PDB no se objetivé un
efecto nitido sobre la proliferacién, pues los indices no fueron inferiores a 0.50, ni
superiores a 2.00 en ninguno de los experimentos analizados. Si se observé que
con el uso de ambos mitégenos se conseguian indices de proliferacién superiores

que con el empleo de la IL-6 aislada, diferencia significativa (p < 0.05) con alguna
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de las dosis utilizadas: 2.5 ng/ml y a partir de la dosis de 312 pg/ml hasta la
ultima de 0.625 pg/ml (cultivo de tres dias); 5 ng/ml (cultivo de siete dias a una
concentracion de 100.000 células/pocillo); 2.5 ng/ml, 312 pg/ml, 156 pg/ml.y
0.625 pg/ml (cultivo de siete dias a una concentraciéon de 500.000 células/pocillo).
Por lo tanto, el éster del forbol afiadido al cultivo contrarrestaria parcialmente el
efecto inhibidor de la IL-6 sobre 1a proliferacion celular leucémica.

La combinacién de la [L-6 y del activador policlonal de linfocitos B SAC2,
tampoco estimulé ni inhibié la proliferacion celular, salvo cuando se emplearon
ambos en asociacion con el éster del forbol. Entonces, y con las dosis de 625 pg/ml
(n.s.), 156 pg/ml (n.s.), 39 pg/ml (n.s.) y 0.625 pg/mi (p < 0.05), se objetivd
estimulo de la proliferacién de los linfocitos B leucémicos. No hubo diferencia
significativa cuando se empleé la 11-6 de forma aislada o en combinacién con el
SACz2, por lo que en este trabajo el SAC2 no demostré actividad sobre la
proliferacién celular leucémica cuando se afiadid al medio de cultivo al mismo
tiempo que la IL-6, resultado en concordancia con lo yva publicado (Laguna, 1983).
Esta es pues una diferencia esencial de comportamiento del SAC2 con relacidn a los
linfocitos B de personas sanas, sobre los cuales ejerce una accién mitogénica

positiva (Romagnani y col., 1978).

La inhibicion del crecimiento de los linfocitos B leucémicos de la LLC-B por la
IL-6 llama la atencién, puesto que dicha citocina esta considerada como un factor
estimulador del crecimiento para las neoplasias de células B, como el mieloma
maultiple y algunos linfomas (Kawano y col., 1988; Bataille y col., 1989; Kishimoto,
1989; Zhang y col., 1989; Kyle, 1994; DuVillard y col., 1995). Sin embargo, la 1L-6
no tiene siempre un efecto estimulador de la proliferacion celular, sino que
también se ha demostrado que esta citocina actia como un factor con capacidad de
inhibir el crecimiento e inducir la diferenciaciéon de células leucémicas de estirpe
mieloide y de inhibir la proliferacion de células del carcinoma de mama (Hirano,
1992; Akira y col., 1993).

Las células B de la LLC-B proliferan de forma espontanea cuando se cultivan
en medio desprovisto de mitdégenos (Moore y col.,, 1993; Fluckiger y col., 1994;
Lagneaux y col., 1994). Con la finalidad de comprobar si la posible IL-6, producida
y secretada por los linfocitos B leucémicos, intervenia de algan modo sobre esta
respuesta proliferativa, se realizaron experimentos en los que se afadié al medio
de cultivo un anticuerpo especifico frente a la IL-6 (Anti-IL6) en diferentes dosis
(en un rango comprendido entre 25 pg/ml y 0.5 ng/ml). La proliferacién

espontdanea detectada en los cultivos de linfocitos B leucémicos purificados

2406



aumentd al afadir al medio de cultive dicho anticuerpo en todas las dosis
utilizadas, tanto si se adicionaba de forma aislada como si se asociaba con el PDB.
Ademas, esta respuesta se producia cuando el experimento tenia una duracion de
tres (100.000 células por pocillo} y de siete dias (500.000 células por pocillo),
siendo mas significativo en el segundo de ellos y cuando las dosis de Anti-IL6
utilizadas eran cercanas a 25 ug/ml (rango comprendido entre 25 png/ml y 750
ng/ml; p < 0.05).

Este hallazgo lleva a pensar que la IL-6 producida de forma enddgena y
secretada al medio, inhibiria la incorporacién de timidina tritiada por las células B
en cultivo, es decir, inhibiria la sintesis de novo de ADN, y que esta inhibicidén
seria una accion especifica de esta citocina puesto que revertia al afiadir al medio

un anticuerpo monoclonal frente a la [L-6.

Sin embargo, los datos objetivados en publicaciones previas sugieren que en
la proliferacion espontanea de los linfocitos B de la LLC-B, intervienen otros factores
ademas de la IL-6 enddégena. Asi, se ha visto que la [L-4 inhibe la proliferacién
celular inducida por TNFa, y que esta respuesta revierte de forma especifica
mediante el empleo de un anticuerpo monoclonal frente a la IL-4 (Van Kooten y col.,
1993p). Este mismo grupo de trabajo demuestra que la inhibicién por la IL-6 del
estimulo proliferativo del TNFa revierte, también especificamente, con la adicidn al
medio un anticuerpo frente la IL-6 en una dosis de 10 ug/ml. Ademas, objetivan
que la inhibicidén producida por la IL-6 sobre la proliferacién celular leucémica es
dosis dependiente, con un efecto maximo de 400 pg/ml (Van Kooten y col., 1993p).
Esta relacion dosis/respuesta proliferativa no ha sido encontrada en nuestro
estudio con el empleo de la [L-6, tanto de forma ajslada como en combinacién con el
PDB, y tampoco con el empleo del Anti-IL6 en las mismas circunstancias, excepto
con el rango de dosis comprendidas entre 25 pug/ml y 750 ng/ml con respecto al

resto de las dosis de ese anticuerpo adicionadas (p < 0.05).

Efecto de la IL-6 exégena sobre la diferenciacién celular

La accion de la IL-6 sobre las células B de personas sanas estimuladas con
SAC es la de inducir la produccion de inmunoglobulinas, es decir, la induccién de
su diferenciacion (Taga y Kishimoto, 19924).
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A diferencia de la accion de la IL-6 sobre las células B normales, esta citocina
no induce la diferenciacién de los linfocitos B de la LLC-B, como se deduce de los
experimentos realizados, si bien las células leucémicas no fuercon activadas
previamente con SAC3. No se observd produccion de IgA ni de IgG, y la produccion
de IgM con las diferentes dosis de IL-6 exdgena utilizadas fue muy discreta (n.s.).
Ademas, no se observd cambio en el fenotipo de los linfocitos B cultivados durante
siete dias en presencia de esa citocina. Este hallazgo estd de acuerdo con las
observaciones realizadas por otros autores (Caligaris-Cappio y col., 1989; Carlsson
y col., 1989; Fluckiger y col., 1992; Nilsson y col., 1992; Aderka y col.,, 1993; Van
Kooten y col,, 1993y).

La [L-6 realiza su accion a través de un receptor de membrana. Todos los
pacientes de esta serie, en los que se ha estudiado la expresién del R-IL6 en el
linfocito B de la LLC-B, o presentan en su membrana. Sin embargo, v a pesar de
ello, la IL-6 no realiza la accion esperada sobre estas células, es decir, no induce la
producciéon de inmunoglobulinas -como ocurre en los linfocitos B normales
activados-, ni estimula la proliferacién celular leucémica con ninguna de las dosis
de IL-6 recombinante empleadas -como si ocurre en las células de determinadas
lineas de mieloma multiple (Kawano y col., 1988)-. De manera semejante a cuando
se ha descrito la presencia del antigeno CD25 en la poblacidn celular leucémica, nos
encontramos con que la expresion del R-IL6 en la membrana de superficie de
dichas células no va seguida de una accién propia de la IL-6, si exceptuamos los
casos ya mencionados de inhibicién de la proliferacion celular. Quizas el fallo
pueda estar nuevamente en un defecto estructural o funcional del receptor de la IL-
6, o bien a la altura del segundo mensajero, o ser consecuencia de las caracteristicas
de la subpoblacién de células B leucémicas.

Por lo que hace referencia al empleo de forma conjunta de la IL-6 (en las
dieciséis dosis utilizadas) vy del éster del forbol, se objetivé una produccién de
inmunoglobulina de la clase M (p < 0.05) sin diferencias significativas entre las
diferentes dosis de IL-6 adicionada, de donde se extrae la conclusion de que fue
nuevamente el estimulo del PDE el que hizo que las células B leucémicas predujeran
IgM. La asociacion de ambos mitégenos no consiguié la produccion de IgA ni de
IgG, como ya se habia observado al emplear el PDB de forma aislada. Tampoco en
estos experimentos se comprobd que la inmunoglobulina producida y secretada por
las células B leucémicas fuera monoclonal, como si confirman otros grupos de
trabajo (Poljak y col., 1993).
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Estudio de la presencia en el suero de los pacientes de la
IL-6 y del receptor soluble de la IL-6

Los niveles séricos de IL-6 en todas las muestras analizadas estuvieron por
debajo del limite inferior de deteccién de la técnica de ELISA empleada (< 0.70
pg/ml). Este resultado coincide con los obtenidos por otros grupos, que tampoco
encontraron niveles séricos elevados de la citocina {Aguilar-Santelises y col., 1992;
Aguilar-Santelises y col,, 1993; Carridn vy col., 1995), o que comprueban gue no
existe diferencia en la IL-6 sérica detectada entre personas sanas y enfermos con
LLC-B {Petterson y col., 1992).

Sin embargo, Aderka y col,, 1993, encontraron niveles séricos de IL-6
detectables, que disminuian en relacién inversa a los estadios de la clasificacién de
Rai, lo que sugiere que los estadios avanzados de la LLC-B pueden ir asociados con
una produccién menor de IL-6, dato que seria compatible con el papel inhibitorio
de esta citocina en la LLC-B. Si se analizan con detenimiento los resultados
publicados por este grupo de trabajo, se observa que detectan la IL-6 en el 39% de
las muestras de suero de las personas sanas analizadas, y que ademas, la presencia
de esa citocina en el suero de los pacientes con LLC-B se observa en el 54% de las
muestras en estadio 0, disminuyendo progresivamente hasta el 20% en los
enfermos en estadio IV de la clasificacion de Rai. Por otra parte, no se describe en
dicha publicacién si los valores encontrados diferian entre ambos grupos
(pacientes y controles) o si existia diferencia significativa entre los pacientes
incluidos en los diferentes estadios de la clasificacién de Rai. El no encontrar en
nuestra serie resultados positivos impide la valoracién sobre la distribucién de las
muestras de LLC-B segin el sistema de estadiaje de Rai.

La no deteccién de 1a IL-6 en el suero de los pacientes con LLC-B en esta serie
puede deberse a la diferente sensibilidad de la técnica de ELISA empleada, o bien a
una poblacion de enfermos distinta. Ademas, se ha observado que durante el dia
existen variaciones significativas en los niveles séricos de dicha citocina (Ohtani y
col., 1995},

Se detecto la presencia del receptor soluble de la IL-6 en el suero de los

pacientes (144.6 ng/ml + 20.3; rango: 77-178). A pesar de que esta serie no

incluye controles, estos valores fueron en todos los casos superiores a los esperados
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para personas sanas {rango: 13.5 - 45.9). Estos hallazgos confirman los de otros
autores (Aderka y col., 1993), quienes ademas comprueban que dichos niveles
eran superiores, de forma estadisticamente significativa, a los objetivados en

personas sanas.

También se analizo si existia relacion entre el grupo de riesgo de los
enfermos con LLC-B y la concentracion sérica del receptor soluble de la IL-6. Asi, los
niveles séricos fueron superiores en el grupo de riesgo intermedio (estadios I y 1)
que en el grupo de riesgo bajo {estadio 0) de la clasificacion de Rai, no siendo
posible valorar los resultados de los pacientes incluidos en el grupo de riesgo alto
(estadios IIl y IV) por el escaso numero de é€stos en la serie. Sin embargo, estos
resultados no fueron estadisticamente significativos, diferencia que si se encuentra
publicada en otras series entre las muestras correspondientes a los pacientes en los
estadios 0, 1 y Il con respecto a los incluidos en el estadio IV de la clasificacién de
Rai (p < 0.05) (Aderka y col., 1993). El incremento del receptor soluble de la IL-6 en
estadios avanzados de la LLC-B respecto a los estadios precoces, podria reflejar su

liberacidén aumentada por los linfocitos B leucémicos.

Lo mencionado sobre el receptor soluble de la IL-6 y de la propia citocina en
suero, esta de acuerdo de forma indirecta, con el hallazgo en este trabajo de que los
pacientes de LLC-B en estadio 0 expresaban el receptor de membrana de la IL-6 en
mayor proporcion que aquellos incluidos en los estadios I y 11 de la clasificacién de
Rai {p < 0.05). Asi, estos resultados indican que los enfermos pertenecientes al
grupo de riesgo bajo (estadio 0), tendrian una mayor expresion del receptor de
membrana de la IL-6 junto con niveles séricos mas bajos del receptor soluble, y una
produccién mayor de la IL-6 por parte de los linfocitos B leucémicos en este estadio;
los hallazgos anteriores se relacionarian con el mayor efecto inhibitorio de la IL-6
en estadios precoces. En nuestra serie no se encontraron diferencias significativas
en la accién de inhibiciéon de la IL-6 segin la distribucion de los pacientes por
estadios, aunque la proliferacién espontanea fue inferior en las muestras
procedentes de los enfermos en el grupo de riesgo bajo que en los de riesgo
intermedio (757 + 452 cpm frente a 1628 + 1793 cpm) (m.s.), tras siete dias en
cultivo con una concentracion de 500.000 células/pocillo.
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Produccion y secrecion de la IL-6 y del receptor soluble de
la IL-6 por las células B de la LLC-B en cultivo

Se analizd la produccidén de la IL-6 por los linfocitos B leucémicos en los
sobrenadantes de las células en cultivo, tras uno, tres, cinco y siete dias; en los dos
primeros casos, ademas del cultive en situacidén basal, las células se mantuvieron en
contactoc con un éster de forbol (PDB). Se detectd la presencia de la IL-6 en los
sobrenadantes analizados, observandose la produccion maxima en el dia tres de
cultivo en contacto con el PDB (174.3 + 172.0; rango: 0.7 - 625 pg/ml), que
disminuyé progresivamente en el dia cinco y siete por debajo de la cifra detectada
tras 24 horas de cultivo en situacion basal. Estos resultados contradicen los
publicados en 1987 por Uggla y col., que no objetivan produccion de IL-6 por parte
de los linfocitos B leucémicos, pero estan de acuerdo con los hallazgos comunicados
recientemente (Biondi y col., 1989; Burke y col., 1993; Reittie y Hoffbrand, 1994,
Carrién y col.,, 1995). La observacion de que estas células B producen IL-6 en
presencia de un éster del forbol esta en contradiccién con lo publicado por otro
grupo de trabajo, que demuestra que la secrecion de IL-6 es inhibida por
activadores de la proteina quinasa C {Carrién y col., 1995),

De nuevo se analizé si existia relacién entre el grupo de riesgo de los
enfermos con la LLC-B y la cantidad de [L-6 producida por las células B leucémicas.
En todos los pacientes se detectd la presencia de 1a IL-6 en los sobrenadantes de los
cultivos. Sin embargo, las diferencias observadas entre los estadios de la
clasificacion de Rai no fueron en ningdn caso significativas (n.s.). Aguilar-
Santelises y col., 1993, objetivan mayor produccién de IL-6 por las células de los
pacientes en el estadio O de la clasificaciéon de Rai.

Lahat y col., 1991, observaron que existia relacion entre la produccion de IL-
6 por parte de los linfocitos B leucémicos y el desarrollo de fenémenos de
autoinmunidad (anemia hemolitica con prueba de Coombs directo positiva) por
parte de los pacientes con LLC-B. De este trabajo no se pudieron extraer
conciusiones en torno a esta afirmacién, puesto que de los treinta y nueve
pacientes de la serie, s6lo uno presenté fendémenos autoinmunes (prueba de
Coombs directo positiva). En los sobrenadantes de este enfermo se detecté IL-6 en
un rango comprendido entre 0.7 pg/ml y 46 pg/ml, inferior a otros muchos
pacientes de la serie.
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La cantidad de receptor soluble de la I1-6 detectada en los sobrenadantes de
las células B en cultivo tras uno, tres, cinco y siete dias en cultivo en situacion basal
fue menor de 3.5 pg/ml (limite inferior de la técnica de ELISA empleada). Este
hallazgo podria estar en consonancia con el alto porcentaje de expresion del R-IL6
observada en la membrana de superficie de los linfocitos B de la LLC-B en cultivo en
situacién basal.

Expresién del R-IL6 y de los antigenos de activacién
(CD25) y de proliferaciébn (CD71) en las células B en cultivo

El porcentaje de expresion de la cadena alfa del receptor de la IL-2 en los
linfocitos B leucémicos no varié a lo largo de los siete dias de cultivo, tanto en
situacién basal (sin contacto con mitdgenos) como en presencia del SACy. El
resultado obtenido fue semejante en el analisis realizado con el programa "Paint a
gate" que con el "Lysys II", utilizando la operacién matematica de la sustraccion de
histogramas, (debido a la baja densidad antigénica en la membrana celular). La
ventaja que proporciona el primero de los programas mencionados es que permite
comprobar la expresion de los tres antigenos estudiados en cada poblacion,
definiendo el porcentaje de triple positividad.

La intensidad de fluorescencia del CD25 en los linfocitos B en cultivo en
situacidon basal durante uno, tres, cinco y siete dias aumentd en relacion al dia cero;
a su vez, esta intensidad fue superior cuando las células se cultivaron en presencia
de SAC7. Este hallazgo podria indicar que la expresion de este antigeno de
activacién es mayor tras permanecer los linfocitos B en cultivo con relacién al dia
cero, mas aun en contacto con el SAC3. Sin embargo, 1as cifras de la intensidad de
fluorescencia para los controles isotipo empleados al mismo tiempo, también
aumentaron en relacién al dia cero de cultivo y este incremento fue mayor en
presencia del mitogeno SAC7. Este resultado sugiere que la expresion de la cadena
o del receptor de la IL-2 no varia significativamente a lo largo de los dias de cultivo,
tanto en ausencia como en presencia del SAC3. Este hallazgo esta en consonancia
con que las células B de la LLC-B son células basalmente activadas (con expresion de
la cadena o del receptor de la IL-2), ¥ que por lo tanto no precisan del activador
policlonal de los linfocitos B SAC2 para conseguir ese estado de activacion.
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Resultados paralelos se observaron al analizar la expresion del R-IL6, ya
presente basalmente en el dia cero, en las mismas células leucémicas mantenidas
en cultivo durante uno, tres, cinco y siete dias, tanto en situacién basal como en
contacto con el SAC2. Por las mismas razones que las expuestas con el antigeno
CD25, se trataria de linfocitos activados de forma constitutiva, con un efecto nulo
del activador SAC> sobre los mismos.

Los linfocitos B de las muestras de LLC-B no expresaron el antigeno de
proliferacion CD71 el dia cero, es decir, tras obtencién de las CMSP. Tampoco se
demostrd que aumentara el valor de la intensidad de fluorescencia del CD71
cuando las células permanecieron en el medio de cultivo durante uno, tres, cinco y
siete dias en ausencia de cualquier mitogeno. Es decir, los linfocitos B leucémicos
no expresaron dicho antigeno de proliferacion en esas condiciones de cultivo. Este
resultado esta en consonancia con los demas hallazgos ya comentados: escaso grado
de proliferacién espontanea de los linfocitos B leucémicos determinada por la

incorporacién de 3H al ADN sintetizado de novo y estudio del ciclo celular con fase
G2/M y S inferior al 5%.

Por el contrario, la intensidad de fluorescencia del CD71 si aumenté cuando
las células B leucémicas se mantuvieron en contacto con el SAC» durante los mismos
dias del experimento, aunque igualmente los resultados fueron acompanados de
unas desviaciones tipicas muy elevadas y de unos valores de ia intensidad de
fluorescencia en los controles isotipo también altos. Por tanto, este aumento de la
intensidad de fluorescencia del CD71 posiblemente no refleja un aumento de
expresion antigénica, ya que los indices de proliferacién obtenidos en los
experimentos de incorporacién de 3H al ADN no demuestran que el SAC2 tenga un

efecto claro sobre la proliferacién celular leucémica.

Efecto de la IL-6 sobre la apoptosis de los linfocitos B de la
LLC-B

Los valores de los indices de proliferacién obtenidos, traducen la
incorporacion de timidina tritiada al ADN que se sintetiza de novo, es decir, el
porcentaje de sintesis de ADN en los cultivos de LLC-B. Esto no es sindénimo de
division celular, y por tanto de un aumenio en el nimero de células en los cultivos
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(Drexler, 1989). Ademas, la adicién de 1a IL-6 como mitdgeno al medio de cultivo
puede provocar que la incorporacién de timidina tritiada se produzca en una
minima fraccién de las células y que no vaya seguida de un incremento
significativo en el ndmero celular (Burke y col., 1993). Por otra parte, el resultado
final de los indices de proliferacién puede venir dado no sélo por el grado de
incorporacion de la timidina tritiada al ADN sintetizado, o incluso por el aumento
del namero de células en cultivo, sino también porque el efecto de la citocina
estudiada provoque un aumento o bien una disminucién de la viabilidad celular,
por variacién en la supervivencia de las células estudiadas en el cultivo. Es decir, en
el caso de los linfocitos B de la LLC-B, el resultado final puede venir dado por la
influencia de un mitdgeno determinado sobre la apoptosis celular o muerte celular
programada. En definitiva, el desarrollo y mantenimiento de una linea celular
viene dado por una serie de procesos de regulacidén que incluyen la proliferacion,
diferenciacién y muerte celular programada.

Un porcentaje importante de linfocitos B de la LLC-B extraidos de la sangre
periférica, dejan de expresar la proteina bcl-2 y mueren de forma espontanea
cuando se cultivan in vitro (Collins y col., 1989). Esta proporcién de células es
aproximadamente del 20% al 37% después de treinta horas de cultivo en situacion
basal y alcanza el 90% a 100% tras diez dias (Collins y col., 1989; Panayiotidis y
col., 1994p). Estas cifras estan en discordancia con lo observado con poblaciones de
linfocitos T y B de personas sanas, en los que el porcentaje de células muertas por
apoptosis en las mismas condiciones y tiempo de cultivo fue del 5%; este hecho
sugiere que la apoptosis que tiene lugar en los linfocitos B de la LLC-B en cultivo
puede venir desencadenada por la ausencia de uno o varios factores inductores de
la supervivencia in vivo. Ademas, incluso en poblaciones celulares que se dividen
activamente, ia apoptosis no ocurre hasta mas allad de 96 horas (Collins y col.,
1989). Sin embargo, no todos los pacientes con LLC-B se comportan asi, habiéndose
observado una vez mas una heterogeneidad entre los enfermos en lo referente a la
aparicién de la apoptosis espontanea (Panayiotidis y col.,, 1994p). Asi, se ha
objetivado la existencia de linfocitos B de pacientes con LLC-B resistentes a la
apoptosis, cuya supervivencia en cultivo sélo era superior a las cinco semanas,
independientemente del estadio de la clasificacion de Rai al que pertenecian
(Panayiotidis y col., 1994p). Esta heterogeneidad observada podria estar en
relacion con una variabilidad en la expresién de receptores con afinidad para
diferentes factores solubles o citocinas presentes en el medio. La apoptosis es una
clase muy selectiva de delecidn celular, de forma que éstas células se encuentran
adyacentes a otras células vecinas no afectadas por ese proceso de muerte celular.
No se ha demostrado que la densidad celular en cultivo influya en la muerte celular
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programada, vy ademas el analisis mas alla de las treinta horas de cultivo es dificil,
porque la degeneracion secundaria de los cuerpos apoptéticos hace dificil su
diferenciacion de las células muertas (Collins v col., 1989).

En este proyecto no se ha valorado la accién de las citocinas y mitdégenos
empleados (IL-2, IL-6, PDB, PHA) sobre la apoptosis de las células B leucémicas. La
apoptosis es un proceso de delecion celular que tiene lugar en respuesta a
diferentes estimulos fisiolégicos. La activacidn de endonucleasas enddgenas es el
marcador biogquimico caracteristico de la apoptosis, lo que puede precipitar
directamente la muerte celular. La apoptosis comprende gran parte de la muerte
celular natural in vivo. Esta apreciacion lleva a sugerir que la supresion o fallo de
algin componente esencial de este proceso podria contribuir a la aparicién del
cancer. Segun estudios ya publicados, se puede extraer la conclusion general de
que los agentes que pueden activar un tipo particular de célula pueden también
bloguear la apoptosis de esa misma estirpe celular. En este sentido, aunque
siempre de forma heterogénea, la IL-2 y el PDB son mitoégenos que inhiben la
muerte celular programada de los linfocitos B de la LI.C-B {McConkey y col,, 1991,
Jewell y col., 1993; Huang y col,, 1993; Zinzani y col., 1994), mientras que la IL-6
no tendria ese mismo efecto protector {Dancescu y col., 1992; Buschle y col., 1993;
Kobayashi y col., 1993; Rojas y col., 1994). En este trabajo de investigacién, la IL-b
no inhibié la muerte celular programada en ninguno de los seis pacientes en los
que se analizo ese efecto, tanto tras tres como después de siete dias de cutivo con
dicha citocina a la dosis de 20 ng/ml,

En veintidés de los pacientes en los que se analizé el porcentaje de células no
viables (constituidas por la suma de células en apoptosis ¥y de los cuerpos
degenerados de apoptosis}), se encontraron, ya a las 24 horas del cultivo de células B
leucémicas sin contacto con mitdégeno un 21.5% + 17.6 (rango: 1% - 51%) de células
no viables, que aumentaban tras 72 horas de cultivo en las mismas condiciones, y
que se mantenian también en el dia quinto. Estos resultados son similares a los
publicados por otros autores (Panayiotidis y col., 1994p). Se ha atribuido una
capacidad de provocar la muerte celular programada a los linfocitos T y a las células
NK, pero en los cultivos realizados en este trabajo el porcentaje de estas células era
inferior al 5%.
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Heterogeneidad de la LLC-B

De los resultados obtenidos en este trabajo y ya comentados, se deduce que
existe una heterogeneidad entre los pacientes de LLC-B que se demuestra: en la
expresion de la cadena a del R-IL2 en la membrana de superficie de los linfocitos B
neoplasicos; en el inmunofenotipo, manifestado por la diferente densidad
antigénica de los antigenos estudiados en la membrana celular; en la respuesta
proliferativa de las células B leucémicas a la IL-2, al PDB, al SACz yalall-6;enla
produccién y secrecién de IL-6 por parte de los linfocitos B en cultivo; en la
capacidad de inducir la produccién de IgM en centacto con dichas citocinas y el
éster de forbol; en la proliferacion celular espontanea vy en la respuesta obtenida
frente a un anticuerpo especifico frente a la IL-6; y en el porcentaje de linfocitos B
leucémicos que sufren apoptosis espontanea cuando se realizan los cultivos
celulares.

Otros datos gue apoyarian esta heterogeneidad interclonica en la LLC-B
serian: la diferente respuesta proliferativa de las células B leucémicas frente al
TNFea (Alvarez-Mon y col., 1993; Dighiero y col., 1991; Jabbar y col., 1994), IL-4
(Kawano y col., 1989; Reittie y Hoffbrand, 1994}, IL-10 (Fluckiger y col., 1994), IL-
14 (Karray y col., 1987), TGFf (Moore y col., 1993; Lagneaux y col., 1994), TNFp
(Alvarez-Mon y col., 1993), IFNa {Panayiotidis y ¢ol., 1994p) e IFNy (McManus y col.,
1993); el efecto variable de las diversas citocinas sobre los linfocitos B neoplasicos
en relacién a la inhibicién de la apoptosis espontanea (Fluckiger y col., 1994; Rojas
y col.,, 1994; Castejon y col.,, 1995); la presencia variable de los diferentes
receptores de las citocinas en la membrana de superficie de los linfocitos B de la
LLC-B (Dadmarz y col., 1988); la induccién variable de las proteinas jun y fos por
parte del TNFa en las células B con LLC-B (Jabbar y col., 1994); la heterogenidad
clinica (Montserrat, 1992), inmunofenotipica {De Rossi y col., 1993; Ginaldi y col,,
1994) y en la respuesta al tratamiento (Kipps, 1995; O'Brien y col., 1995) de los
pacientes con LLC-B.

La IL-6, segun los resultados de este trabajo, podria considerarse como un
factor autocrino negativo en la LLC-B. Asi, la IL-6 secretada por los linfocitos B
tumorales inhibe su proliferacién al entrar en contacto con su receptor de
membrana, presente en esas mismas células. Esta accidén revierte de forma
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especifica mediante el empleo de un anticuerpo monoclonal frente a la IL-6 (Figura
30).

Los hallazgos objetivados en este estudio de investigacion hacen hincapié en
la heterogeneidad de la LLC-B, al tiempo que dejan la puerta abierta a nuevos
proyectos de investigacién encaminados a profundizar en la fisiopatologia de este
proceso linfoproliferativo.
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FIGURA 30. La I..-6 como factor autocrino negativo en la LLC-B.
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CONCLUSIONES



. El linfocito B de la LLC-B coexpresa los antigenos de superficie CD5, CD19,
CD20, HLA DR e inmunoglobulina de superficie, ésta altima de forma
débil. El antigeno CD19 identifica con mayor precision el fenotipo B de la
LLC-B que el CD20, por presentar éste una menor densidad antigénica en
los linfocitos tumorales.

. El éster de forbol no estimula la proliferacién celular leucémica e induce
de forma heterogénea la secrecion de IgM por parte de los linfocitos B de
la LLC-B.

. Los linfocitos B de los pacientes con LLC-B expresan en su membrana, de
forma constitutiva, la cadena o del R-ILZ (CD25) en un 76% de los casos.
Sin embargo, la IL-Z no constituye de forma consistente un factor de
crecimiento in vitro para la LLC-B, aunque existe una relaciéon directa
entre la presencia del CD25 y la proliferacién celular inducida por esta
citocina. La IL-2 estimula de forma heterogénea la secrecion de IgM por
parte de los linfocitos leucémicos.

. Los linfocitos B leucémicos expresan de forma constitutiva el R-IL6, en un
porcentaje mayor en los pacientes incluidos en el grupo de riesgo bajo
(estadio 0) con relacién a los del grupo de riesgo intermedio (estadios I y
II) de la clasificacion de Rai. Por ser el R-IL6, al igual que el CD25, un
antigeno de activacion, estos linfocitos pueden ser considerados como

células activadas.

. La IL-6 no estimula la proliferacion de las células de la LLC-B ni induce su
diferenciacion. Por el contrario, con algunas de las dosis empleadas
inhibe su proliferacién. Sin embargo, la proliferacién espontianea de los
linfocitos B leucémicos aumenta en presencia de un anticuerpo especifico
frente a la IL-6. Esto sugiere que la IL-6 enddgena inhibe la proliferacion
celular leucémica de forma especifica, al revertir esa accidon en presencia
de un anticuerpo frente a esta citocina.

. Los linfocitos B leucémicos producen IL-6 tanto en situacién basal como en

presencia de un éster del forbol (PDB). En los pacientes pertenecientes al
grupo de riesgo bajo (estadio 0), se han detectado niveles séricos

260



inferiores del receptor soluble y una expresion mayor del receptor de
membrana de la IL-6 que en los pacientes del grupo intermedio, lo que
iria en relacion con el mayor efecto inhibitorio de la IL-6 en estadios
precoces de la enfermedad. Asi, se encontré que la proliferacién
espontanea de los linfocitos B leucémicos fue inferior en los pacientes del
grupo de riesgo bajo que en los del grupo de riesgo intermedio, si bien
de forma no significativa. Sin embargo, estos hallazgos no van unidos a
una produccion mayor de IL-6 por parte de los linfocitos B leucémicos en
estadios precoces.
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