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morfologia inmunobléstica). También se detecté su expresion en el 43% de los LDCBG, 41%
de los linfomas de Hodgkin, 23% de los linfomas T y en un subgrupo de leucemias linfociticas
crénicas (15%). Por ultimo, destacar que la expresion de PRDM1/BLIMP1 se correlacion6 con
una menor supervivencia libre de fallo en LDCBG, por 1o que tiene ademas un interés como

marcador prondstico.

Por todo lo expuesto, se concluye que estos nuevos anticuerpos monoclonales
especificos frente a las proteinas MALT1, BCL6 y PRDM1/BLIMPI representan herramientas
de gran interés como marcadores de neoplasias linfoides humanas. Sus cualidades les permiten
ser Utiles para la investigacién y el diagndstico y pronostico de dichas enfermedades. Fruto de
este interés, los tres anticuerpos monoclonales han sido licenciados en algunas de las mas

prestigiosas compaiiias internacionales que comercializan este tipo de herramientas (Anexo 1).









"It is more important to know
what sort of person has a disease than

what sort of disease a person has"

Hippocrates
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GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos, por sus siglas en inglés
GST: Glutathione S-transferase

HAT: Hypoxanthine-aminopterin-thymidine

HEK: Human Embryo Kidney

HGPRT: Hipoxantina-guaninafosforibosiltransferasa, por sus siglas en inglés
HRP: Horseradish peroxidase

H-RS: Hodgkin-Reed-Sternberg

IAP: Inhibitor-of-apoptosis

IARC: International Agency for Research on Cancer

Ig: Inmunoglobulinas

THQ: Inmunohistoquimica

IKK: IxB kinase

IxB: Inhibidor de NF-xB

ILSG: International Lymphoma Study Group

IP: Inmunoprecipitacién

IPI: fndice de Pronéstico Internacional

ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based activation motif

KLF-2: Kriippel-like Factor 2

LDCBG: Linfoma difuso de células B grandes

LF: Linfoma folicular

LH: Linfoma Hodgkin

LHNPL: LH nodular de predominio linfocitico

LIMA1: LIM domain and actin-binding protein 1

LLC: Leucemia linfocitica crénica

LMA: Leucemia mieloide aguda

LMO2: LIM domain only 2

LNH: Linfoma No Hodgkin

LP: Linfocitos predominantes

MALT: Linfoma del tejido linfoide asociado a mucosas

MHCII: Complejo mayor de histocompatibilidad clase IT

MM: Mieloma multiple

MO: Médula 6sea

MUMI/IRF4: Multiple Myeloma Oncogene 1/ Interferon Regulatory Factor 4
MYC: V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog
NF-«B: Nuclear factor kB

NIK: NF-kB -inducing kinase
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NK: Natural killer

NOS: No especificado, por sus siglas en inglés

OMS: Organizacién Mundial de 1a Salud

OCT: Octamer binding protein

P63: Intracellular type 1I transmembrane protein (rough endoplasmic reticulum)
PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis

PAXS/BSAP: B-cell specific activator protein

PBS: Phosphate buffered saline

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inlgés
PEG: Polietilglicol

PRDMI/BLIMPI1: Positive regulatory domain I protein 1/ B lymphocyte-induced maturation
protein-1

RGB: Red, Green, Blue

r.p.m.: Revoluciones por minuto

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

SAP: Serum Amyloid P

SDS: Duocecil sulfato sédico, por sus siglas en inglés

SG: Supervivencia global

SLE: Supervivencia libre de enfermedad

SLL: Linfoma de linfocitos pequefios, por sus siglas en inglés
SP: Sangre periférica

TCR: T-cell receptor

TDFR: Tumor Differentiation Factor Receptor

TdT: Transferasa deoxynucleotidil terminal

TIA: Cytotoxic Granule Associated RNA Binding Protein
TMA: Tissue-Microarray

TNF: Factor de necrosis tumoral, por sus siglas en inglés
TNFAIP3: TNF Alpha Induced Protein 3

VHC: Virus de la hepatitis C

VHH: Virus herpes humano

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VLCH: Virus linfotrépico de células T Humanas

W: Vatio

WB: Western blotting

XBP1: X-box binding protein 1
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consiguen aumentar la supervivencia de las pacientes, el tiempo libre de sintomas/progresién y
mejoran su calidad de vida (2). Los resultados de dichos tratamientos hacen que la produccién
de estos anticuerpos, su validacion y estudio durante los altimos 15 afios hayan revolucionado
esta patologia; han modificado la historia natural de esta enfermedad y son un ejemplo de

investigacion translacional oncolégica (2).

De forma similar a otras neoplasias, los anticuerpos utilizados como marcadores
linfoides han sido decisivos para la categorizacién y el establecimiento de las diferentes
entidades linfoproliferativas. Sin embargo, hay que destacar que actualmente el diagndstico de
las neoplasias linfoides humanas es todavia incompleto, especialmente en algunas categorias
como los linfomas de células B grandes o los procesos linfoproliferativos T, debido
principalmente a un escaso conocimiento de estas entidades y a una ausencia de marcadores

especificos.

El avance en los ultimos afios de las técnicas de IHQ y citogenética (como los tissue-
microarrays o los estudios de expresidn génica masiva mediante microarrays de &cido
desoxirribonucleico [ADN]) o los avances en el campo de la protedmica han permitido
identificar nuevas caracteristicas moleculares de cada entidad linfoproliferativa. Estos hallazgos
hacen posible desarrollar nuevos anticuerpos monoclonales mas especificos de cada subtipo de

neoplasia linfoide.

El objetivo de este trabajo es el andlisis de la expresion, en condiciones normales y
tumorales, de algunas proteinas identificadas como esenciales en el desarrollo y la
diferenciacion linfoide: BCL6, MALT1 y PRDM1/BLIMPI. Para ello, se han utilizado técnicas
convencionales de producciéon de anticuerpos monoclonales y una técnica alternativa de
inmunizacién, denominada inmunizacién genética. Esta nueva herramienta ha permitido

producir nuevos anticuerpos que presentan una alta especificidad frente al antigeno de interés.

Los anticuerpos monoclonales producidos se han caracterizado bioquimicamente
empleando técnicas de western blotting (WB), inmunoprecipitacion (IP) y/o estudios de
afinidad. Tras su validacién, se han empleado como marcadores para el analisis de la expresion
de estas proteinas en tejidos normales, en lineas celulares derivadas de neoplasias linfoides y en

un gran nimero de tumores primarios mediante técnicas de IHQ y de inmunofluorescencia.

Como resultado del trabajo experimental recogido en esta Tesis Doctoral, se ha

generado un panel de nuevos marcadores inmunofenotipicos de alta especificidad frente a estas
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El proceso por el que se genera una neoplasia linfoide, como en la mayoria de los
canceres humanos, es debido a la acumulacion progresiva y clonal de varias lesiones genéticas
que afectan a proto-oncogenes y genes supresores de tumores. A diferencia de otros tumores, en
los linfomas el genoma es relativamente estable y las células linfomatosas se caracterizan por

pocas, a veces una sola, anomalias genéticas no aleatorias.

El mecanismo mas estudiado de activacion de proto-oncogenes en los linfomas son las
translocaciones (21), principalmente aquellas translocaciones cromosémicas que se desarrollan
entre uno de los loci de las Ig y el de un proto-oncogén (22, 23). Como consecuencia de las
translocaciones, el oncogén queda bajo control de locus activo de 1a Ig, con lo que se desregula
su expresion, expresandose el oncogén de forma constitutiva. Aunque el mecanismo por el que
se desarrollan estas translocaciones no se conoce con exactitud, existe una clara relacién con los
mecanismos por los que se remodelan los genes de las Ig, incluyendo la recombinacién V(D)J,
el cambio de isotipo y la hipermutacién somaética. El denominador comiin de estos procesos es
el hecho de que se generan intrinsecamente roturas de la doble cadena de ADN y puesto que el
cambio de isotipo y la hipermutacién somatica tienen lugar principalmente en los CG, el origen
de un gran grupo de linfomas B es de las propias células B del CG, donde estos procesos tienen

lugar.

Junto las translocaciones, existen otras alteraciones genéticas capaces de conferir un
fenotipo maligno a las células linfoides. El proceso de hipermutacién soméatica puede contribuir
a la linfomagénesis al provocar translocaciones cromosémicas, pero también al producir
mutaciones en otros genes diferentes a los de las Ig. Un ejemplo es el caso de los genes BCL6 o
CD95 (conocido como FAS), que presentan mutaciones en las células B del CG y de memoria
normales. BCL6 es un represor transcripcional que se expresa en el tejido linfoide,
fundamentalmente en las células B y T del CG y en timocitos corticales. Interviene en la
formacioén de los CG (24) y en la respuesta inmune mediada por células T (25). CD95 es un
receptor de membrana que pertenece a la superfamilia de receptores del factor de diferenciacién
tumoral (TDFR). Cuando CD95 es activado se produce una cascada de interacciones que

conlleva a la activacién de la caspasa 8 que promueve la muerte por apoptosis.

En ocasiones, durante la hipermutacion somaética, se pueden provocar translocaciones,
como ocurre con la regién 5° del gen de BCL6, un punto de frecuente de rotura (26-28).
También se pueden provocar mutaciones de inactivacién, como en el caso de CD95, con lo que
se protege a las células cancerosas de la apoptosis inducida por células que expresan el ligando
de CD95 (29).
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Como hemos visto anteriormente en la clasificacion actual de los linfomas,

el

inmunofenotipo ha sido crucial para la categorizacién y el establecimiento de las diferentes

entidades y permite un diagnostico rutinario cada vez mas preciso de los diferentes desordenes

linfoproliferativos. Actualmente, no existe un anticuerpo que, por si sélo, sea especifico para el

marcaje de una célula linfoide maligna, por lo que se utilizan patrones de expresién antigénica

que permiten la clasificaciéon de los diferentes linfomas. Se emplean diferentes paneles

de

anticuerpos para determinar el linaje celular, el estado de diferenciacién y la clonalidad,

especialmente en células B. Para la mayoria de los anélisis se utiliza un panel con un nimero

limitado de anticuerpos, que podrian incluir anticuerpos presentes en todos los estadios del
linaje B (pan-B [por ejemplo CD19, CD20 y CD79a]) y del linaje T (pan-T [por ejemplo CD3 y

CDS5)).

Si 1a morfologia sugiere un desorden linfoproliferativo concreto con unas caracteristicas

fenotipicas (por ejemplo, de leucemia de células peludas), entonces se incluyen otros

anticuerpos (por ejemplo, CD11c, CD25 o CD103). El nimero y el rango éptimo de anticuerpos

para evaluar un desorden linfoproliferativo son discutibles, sin embargo, existen una serie

anticuerpos usados comunmente y que se resumen en la Tabla 4.

de

A pesar de la posible aplicacion de estos marcadores inmunohistoquimicos para el

diagnéstico de los linfomas, en la actualidad no hay disponibles marcadores para todos los tipos

de linfomas. Esto dificulta el estudio y la identificacién de estos linfomas en rutina diagndstica.

De forma adicional, diversas categorias tradicionales han sido subdivididas

recientemente en subgrupos por presentar una clinica distinta. Por ejemplo, los linfomas de la

zona marginal, las LLC-B/SLL o los LDCBG actualmente se subdividen en al menos dos

subgrupos. Asi, diferentes articulos muestran como, por ejemplo los LDCBG de CG pueden ser

detectados por IHQ de BCL6 y de CD10 (33). A pesar de ello, esta categorizacién no es exacta,

por lo que suscitan gran interés los nuevos marcadores inmunofenotipicos de estas

subcategorias.
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BCL6 se expresa en el tejido linfoide, fundamentalmente en las células By T del CG y
en timocitos corticales; participa en la formacién de los CGs (24) y se requiere para la respuesta
inmune mediada por células T (25). Su expresion selectiva por las células del CG hace que sea
considerado como un marcador de neoplasias originadas de células B del GC. BCL6 se expresa
en el 100% de los LF, en el 100% de los linfomas de Burkitt, en mas del 75% de los LDCBG y
en mas del 80% de las formas de predominio linfocitico del LH (38, 39). Por el contrario, s6lo
se detecta en una pequefia fraccién de las formas clasicas de LH y no se expresa en el resto de
los procesos linfoproliferativos B de células pequefias, con la excepcion del LF. A modo de
ejemplo, indicar que la expresion de BCL6 en la mayoria de los casos de LH de tipo predominio
linfocitico y en una fraccioén de las formas clésicas de la enfermedad ha sido considerada como

una evidencia adicional del origen centrofolicular de esta neoplasia (40).

Se identifican reordenamientos de BCL6 (principalmente, translocaciones afectando la
regioén 5’ no codificante) en el 20-40% de los LDCBG y en el 6-14% de los LF (41-44). Se han
descrito mutaciones somaticas en el gen BCL6 en c€lulas B normales del CG, en LDCBG y en
LF; estas mutaciones parece que pueden contribuir a la sobreexpresion de BCL6,

independientemente de la presencia de translocaciones cromosémicas (27, 28, 38, 44-48).

La expresién de BCL6 tiene ademas un importante valor prondstico y se considera un
predictor independiente de la supervivencia global (SG) en LDCBG, de forma que altos niveles

de expresion de BCL6 se asocian a un prondstico mas favorable (49).

Todos estos estudios indican un papel central de BCL6 en la histogénesis de estos
linfomas, donde pueden existir diversos mecanismos que alteran su expresién. Los anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente la proteina BCL6 se han convertido por tanto en
herramientas indispensables para el estudio, diagnostico, prondstico y clasificacion de las
neoplasias linfoides B (21).

La importancia del biomarcador BCL6 en el desarrollo linfoide y en el estudio de las
neoplasias linfoides le sitian como un marcador ideal para realizar una primera validacién y
optimizacién de la inmunizacién genética como metodologia para la inmunizacién de ratones
con el objetivo de producir anticuerpos monoclonales mas sensibles y especificos aplicables en

la rutina diagndstica.
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- A20 (enzima deubiquitinante), su protedlisis implica su inactivacién y aunque se
desconoce el mecanismo exacto, promueve la activacion de NF-«B.

- RelB (sub-unidad de NF-«B que actia como regulador negativo de la via candnica de
NF-«B formando heterodimeros inactivos RelA/RelB y/o compitiendo por el sitio de
unién al ADN). Su protedlisis implica su inactivacién y degradacion, promoviendo la
activacién de la via candénica de NF-«xB y la supervivencia en lineas celulares de
linfoma tipo MALT.

- MALTI; su autoprotedlisis promueve la disociacioén de Bcll0 y 1a activaciéon de NF-«xB
independientemente de Bcl10, consiguiendo una expresién 6ptima de los genes diana
de NF-«B.

La proteoélisis de estos tres sustratos expande la amplitud y la duracién de la activacién
de NF«B. Esto provoca a su vez la activacién de citoquinas y proteinas anti-apoptdticas que
conlleva a la activacion, proliferacion y supervivencia de las células inmunes activadas
mediante receptor (dependiente de ligando). Se permite por tanto que se genere una respuesta

inmune eficiente (52).

CYLD (deubiquitinasa [gen supresor de tumores] que regula negativamente la via de
sefializacion JNK/AP-1y la activacion de NF-«B). Su protedlisis implica su
inactivacion; se promueve la fosforilacion de JNK inducida por TCR, y la expresion

de IL-8 y c-jun.

Reganasa-1 (proteina importante en la degradaciéon del 4cido ribonucleico [ARN]-
RNAsa). Su protedlisis implica su inactivaciéon lo que promueve la estabilizaciéon de
los ARNm de las células T efectoras (c-Rel, Ox40, IL-6 e IL-2) y de los mensajeros
(ARNm) de factores de diferenciacion de las células Th17 (IkBE, IEBNS, ICOS,
IRF4).

Roquin-1 (promueve la deadenilacion del ARN). Su proteolisis implica su inactivacion,

lo que promueve la estabilizacién de los ARNm de células Th17 (Il-6, ICOS, c-Rel e
IRF4).

Bcl10. Su protedlisis implica su inactivacion lo que promueve la adhesién de células T a

fibronectina (el mecanismo esta atn sin determinar).

MALT1 fue identificado como un gen alterado en el linfoma B tipo MALT hace mas de
una década. Posteriores investigaciones establecieron la asociacioén de la activacidon oncogénica
de MALTI1 con el desarrollo de linfomas de células B, caracterizados por translocaciones
cromosémicas o mutaciones puntuales que activan directamente a MALT1 o a sus activadores.

Entre esos linfomas se encuentran los LDCBG ABC, los linfomas tipo MALT y los de células
27
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del manto. En los LDCBG ABC, varias de las mutaciones que caracterizan este linfoma
(CD79A/B, CARMAL1, A20, MYDS88) conllevan a la activacién constitutiva de MALT1. En el

caso de los linfoma tipo MALT, que presentan constitutivamente activada la proteina MALTI,

se han descrito dos mutaciones de MALTI1, dos translocaciones cromosOmicas:
t(14;18)(q32;21) y t(11;18)(q21;q21). La translocacion t(14;18)(q32;21) coloca al gen bajo el

control de un promotor de un gen de cadena pesada de las Ig, lo que conlleva la sobreexpresion

de MALTI1 y una activacién sostenida de NF-kB; de este modo, se promueve la proliferacion y

la supervivencia de linfocitos sin la necesidad de sefializacion previa. En relacién a la otra

translocacion cromosémica t(11;18)(q21;q21), ha sido identificada en una gran proporcion

de

casos con estadios avanzados de la enfermedad. Esta translocacion codifica para la proteina de

fusién oncogénica IAP2-MALT1, compuesta por el extremo N-terminal de IAP2 (proteina que

inhibe la apoptosis) unida al extremo C-terminal de la proteina MALT1. La proteina IAP2-

MALT1 esta constitutivamente activa y es capaz de estimular NF-«xB, independientemente de la

activacion de las moléculas que quedan por encima de la via de sefializacion. Adicionalmente, la

oncoproteina IAP2-MALTI1 en las células malignas, mediante su actividad proteasa, proteoliza

diferentes sustratos como la quinasa NIK y la proteina supresora de tumores asociada a

citoesqueleto LIMAla. Al proteolizar NIK se promueve su estabilizacién lo que favorece la

activacion via no candnica de NF-kB, 1a adhesioén en células B y la resistencia a apoptosis.

Al

proteolizar LIMA la se produce su inactivacion, los fragmentos tienen propiedades oncogénicas

que promueven la proliferacion, la adhesién y la transformacion celular (tumorigenicidad) (50,

52).

La inhibicion de la actividad proteolitica de MALT1 se plantea como una prometedora

terapia eficaz para los diferentes subtipos de linfomas con MALT1 activado (LDCBG, linfoma

tipo MALT y linfoma de células del manto). El primer inhibidor de MALT1 fue descrito
2009 frente a un subtipo de lineas celulares derivadas de LDCBG (53).

cn

Aun esta por esclarecerse muchas funciones de MALT1 en los diferentes tipos celulares

normales y en sus contrapartidas neopldsicas. Quedan muchas incdgnitas en lo referente al

repertorio de sustratos de MALTI, asi como, a las posibles vias de sefializacién en las que esta

involucrada y a las funciones biologicas asociadas. Disponer de nuevos anticuerpos

monoclonales especificos de MALTI1 facilitaria esta investigacion basica y traslacional (50).
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PRDM1 es capaz de provocar que las células B del CG se transformen en células
secretoras de anticuerpos y adquieran un fenotipo de célula plasmatica (55, 56, 59). Por el

momento, s6lo se han descrito cinco genes reprimidos directamente por PRDM1:

c-myc, que provoca que se inhiba la proliferacion de los linfocitos B (60);

CIITA promoter III, responsable de la regulacion del factor de transcripcién CIITA,
causante de que se inactive la expresion de genes requeridos para la presentacion

antigénica via MHCII (59, 61);

el gen de la proteina activadora especifica de linaje B (PAX5/BSAP), critica en las

etapas anteriores del desarrollo de los linfocitos B (62); y

los genes de las proteinas Spi-B y Id3, asociadas con la adquisicién del fenotipo B y con

proliferacién (63).

Esta represion por si sola no permite explicar la entrada en un programa de desarrollo
hacia célula plasmatica (63). Sin embargo, estudios mis recientes de expresion génica con
microarrays de ADNc han demostrado como PRDM1 adicionalmente es capaz de regular de
forma indirecta gran parte de los genes expresados por las células plasmaticas cuyas funciones
comprenden migracién, adherencia o mantenimiento de la homeostasis tras la secrecion de
anticuerpos (63, 64). Todo ello ha provocado que actualmente se considere a PRDM1, el factor
de transcripcion principal que gobierna la generacién de células plasméticas y la secrecion de Ig
(63, 65).

Durante la transicién de célula B de CG a célula plasmatica existen otros factores de
transcripcion que juegan un papel fundamental. Las proteinas BCL6 y PAXS/BSAP son
esenciales para que en las células B en el CG se lleven a cabo los procesos de maduracién de
afinidad y de cambio de isotipo de las Ig. Ambas proteinas bloquean la diferenciacion
plasmética: BCL6 reprime PRDM1 y PAX5/BSAP reprime XBP1, otro factor de transcripcion

esencial en la diferenciacién plasmacitica y que se expresa en etapas posteriores a PRDM1 (65)

(Figura 4).
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En ratén adulto la expresion de PRDM1 in vivo es especifica de células plasmaéticas,
tanto las desarrolladas tras la respuesta inmune primaria como las formadas en una respuesta
secundaria a partir de las células de memoria (67). PRDM1 no se ha encontrado en las células B
de memoria, aunque si se expresa en un 5-15% de las células B del CG que han adquirido un
fenotipo de célula plasmatica (67). Este patrén de expresion sugiere que estas células B del CG
pueden estar comprometidas para su diferenciacion plasmacitica y que los niveles de PRDM1
pueden determinar que se diferencien a células plasmiticas capaces de secretar Ig o que se

conviertan en células B de memoria (67).

En humanos, los estudios de expresion de PRDM1 son muy escasos al no existir
anticuerpos monoclonales de calidad frente a esta proteina. Un estudio reciente destaca la
presencia de PRDMI1 en las células B del CG comprometidas en su diferenciacion plasmética
co-expresdndose con PAXS, CD19, CD20 y CD10, pero no con BCL6 o MTA-3. PRDMI se
co-expresa igualmente en células plasméaticas CD138+. Las células B extrafoliculares activadas
(CD30+, PAX5+) son PRDM1 negativas al igual que la mayoria de las células T, histiocitos y

células presentadoras de antigenos S100-positivas (68).

Se ha descrito que la forma corta (PRDM1p) se encuentra sobre-expresada (niveles
elevados de ARNm) en LDGCB; su promotor se encuentra hipometilado en lineas celulares de
este tipo de linfoma. También estd hipometilado el promotor en las células Hodgkin-Reed-
Sternberg (H-RS) de LH. La sobreexpresion de PRDMI1P se ha asociado con la infeccion del
EBYV, virus implicado en la patogénesis de varios linfomas derivados de células CG; incluyendo
LDGCB y LH. Esta sobreexpresidon va acomparfiada por la hipometilacién de su promotor.

Adicionalmente la infeccion con EBV conlleva la reduccion de la expresion de PRDM1a (54).

Tanto en linfomas de células T como de células B se ha relacionado la expresion de

PRDMI1p con resistencia in vitro a agentes quimioterapeuticos (69)

La escasez de anticuerpos monoclonales capaces de detectar de manera especifica
PRDM1 en tejido linfoide reactivo (fijado en formol y embebido en parafina) y en neoplasias
linfoides, dificulta realizar estudios de expresion durante la diferenciacion plasmacitica normal.
También impide valorar las posibles alteraciones en la expresion de PRDMI1 durante la

linfomagénesis.
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(PEG), con células tumorales de mieloma multiple (MM). Estas células de MM pueden crecer

indefinidamente en cultivo celular y provendran de ratén o de conejo dependiendo del origen de

las células B del bazo del animal inmunizado inicialmente. Dado que todos los anticuerpos

monoclonales descritos en la presente Tesis Doctoral se produjeron en ratén, de aqui en adelante

s6lo se har4 referencia a las técnicas de produccion en este tipo de animales.

Las células fusionadas hibridas, llamadas hibridomas, pueden multiplicarse de forma

rdpida e indefinidamente y pueden producir gran cantidad de anticuerpos. Estos hibridomas

posteriormente son diluidos en medio de cultivo apropiado y cultivados para obtener un niimero

determinado de clones que producen un so6lo tipo de anticuerpo.

Finalmente, los anticuerpos de diferentes clones son analizados para conocer

capacidad de unirse al antigeno concreto de interés de forma especifica mediante técnicas

su

de

cribado o de “screening” como la THQ o los enzimoinmunoensayos. El andlisis permite la

seleccion y el aislamiento de aquellos clones productores de anticuerpos que se unen de forma

efectiva y especifica al antigeno de interés (Figura 5) (70).
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Figura 5 (cont) B): Fase de fusién y crecimiento de hibridomas. La fusioén se realiza en base a un
protocolo estricto que emplea polictilenglicol (PEG). Se realiza entre las células B extraidas del raton y
células de MM carentes de la enzima hipoxantinaguaninafosforibosiltransferasa (HGPRT) y por tanto
sensibles a un medio selectivo con hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT). Los hibridomas se
cultivan en este medio selectivo. En la suspension celular posterior a la fusidon encontramos células de
MM sin fusionar y fusiones de micloma-micloma, que moriran en el medio selectivo al no tener HGPRT,
y linfocitos no fusionados. Estos Giltimos no ocasionan un gran problema ya que mueren espontdneamente
a los pocos dias de la fusion. Las células tumorales (MM) fusionadas entre si y las no fusionadas se
multiplican rapidamente, a una tasa igual o mayor que la de los hidridomas productivos y es necesario
climinarlas en ¢l medio selectivo. C): Fase de screening o cribado. Después de 7 a 14 dias, los
hibridomas ya se han multiplicado y formado colonias. El sobrenadante de cada pocillo se vuelve a testar
(IHQ y ELISA) para evaluar la presencia de anticuerpos monoclonales especificos para el antigeno de
interés y diferenciar los hibridomas de interés. D): Fase de clonacién y seleccién de los hibridomas de
interés. Durante el periodo de desarrollo de las colonias es necesario hacer clonaciones con ¢l objetivo de
obtener ¢l crecimiento de solo una colonia en cada pocillo de la microplaca de cultivo. Esto se logra
mediante ¢l método de dilucién escalada. Aquellos pocillos donde crecen colonias individuales se
vuelven a testar buscando ¢l clon de hibridomas productor de anticuerpos monoclonales de interés.
Aquellos hibridomas que resulten especificos son crecidos in vitro para obtener grandes cantidades de
anticuerpo.

Aunque la tecnologia de produccién de anticuerpos monoclonales frente a un antigeno
concreto estad muy establecida, en la actualidad, existen estrategias alternativas. Las principales

variaciones se presentan en el proceso de inmunizacién del animal.

En los métodos de inmunizacién convencional se emplea como antigeno una proteina o
unos péptidos sobre los que se quiere generar la respuesta inmune. Se requiere por tanto el
aislamiento y la purificacién de la proteina o péptidos de interés sobre los que se quiere producir
el nuevo anticuerpo monoclonal especifico. La produccioén de proteinas recombinantes suele ser
costosa, dificil y requerir mucho tiempo (aproximadamente entre 1 y 4 meses), especialmente en

el caso de proteinas de membrana, que por lo general son muy dificiles de aislar.

En ocasiones, hay proteinas que no pueden ser aisladas con la suficiente pureza para
esta etapa de inmunizacién, clave en el proceso de produccion de anticuerpos monoclonales. En
otros casos, el epitopo de interés se pierde o modifica durante el proceso de purificacion y
aislamiento; en este caso los anticuerpos monoclonales producidos no irdn dirigidos al epitopo
diana. Alternativamente, se pueden sintetizar péptidos que sustituyan a las proteinas, los cuales
exponen un epitopo de tipo lineal. Sin embargo, no todos los péptidos pueden ser sintetizados y,
en ocasiones, los que se sintetizan no presentan las modificaciones post-traduccionales con las
que se forma el epitopo de interés contra el que se quiere producir el anticuerpo monoclonal. En
la mayoria de los casos los péptidos son ademas poco inmunogénicos y producen una respuesta

inmune poco eficiente.
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inmune, tienen que tomarlo las células presentadoras de antigenos (CPA), mayoritariamente las

células dendriticas. Las CPA también pueden adquirir el antigeno de otras células mediante

presentaciéon cruzada (o fagocitosis) de otras células que hayan incorporado el vector,

especialmente queratinocitos.

Las proteinas sintetizadas son degradadas en el interior celular (via proteasoma) y los

péptidos resultantes se unen al complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MCH-I) en el

reticulo endoplédsmico. Las proteinas captadas mediante la presentacién cruzada se unen al

MCH-II. Los péptidos unidos a los diferentes MCH, I y II en las CPA, alcanzan la superficie

celular, donde seran reconocidos por los receptores de los linfocitos T (citotéxicos [CD8+] o

helper/colaboradores [CD4+], respectivamente) en los ganglios linfoides (Figura 6).

Este reconocimiento, junto con la interacciéon de los linfocitos con moléculas

coestimuladoras expresadas en las CPA (que migran hacia los ganglios linfoides), conlleva la

activacién y proliferaciéon de los linfocitos T. Por otro lado, en los ganglios linféaticos, los

linfocitos B, mediante sus receptores BCR, reconocen las proteinas que presentan en

la

superficie las CPA o que quedan solubles tras la apoptosis o lisis de las mismas. Este

reconocimiento, junto con la estimulacién que reciben de los linfocitos T colaboradores

activados que promueve la expresiéon de moléculas coestimuladoras, conlleva a la activacion de

los linfocitos B. Tras esta activacion, los linfocitos B cambian de isotipo (Ig) y se diferencian a

células memoria o células plasmaticas que producen y secretan anticuerpos contra el epitopo de

la proteina o del péptido codificado en el vector inoculado en el animal.
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Desde sus comienzos, en la inmunizacién genética se ha empleado una amplia gama de
metodologias inmunizacioén, sin embargo, todos los enfoques pueden dividirse en dos grandes
categorias. La primera categoria se basa en una sencilla inyeccion con una aguja tradicional; las
diversas soluciones empleadas para disolver los plasmidos de ADN aumentan la eficiencia de la
captacion del pldsmido de ADN por las células. La segunda categoria, a diferencia de la
anterior, esti basada en fuerzas fisicas; el enfoque mas representativo es el que recurre a una
pistola de genes (Gene Gun) que utiliza una fuerza "balistica" para introducir los pldsmidos de
ADN en el interior de las células. Otras inmunizaciones menos comunes son las realizadas
intraperitoneal o intraesplénicamente, ya sea por inyeccion cldsica o por Gene Gun (83-85). En
la Tabla 5 se resumen diferentes metodologias de inmunizacién genética utilizadas para la

produccién de anticuerpos monoclonales.
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A continuacién se revisan los principales métodos de inmunizacién genética: inyeccion
(intradérmica y/o intramuscular) con o sin electroporacion tras la inyeccidn, transferencia génica

hidrodinamica y la transferencia génica balistica (0 Gene Gun) (79).

El método mas sencillo es la inyeccion tradicional, que consiste en inyectar
directamente en el tejido del animal el vector con el ADN codificante para la proteina/péptido

de interés. La inyeccién puede ser intramuscular o intradérmica:

- En la inyeccion intramuscular, el pldsmido es inyectado en los musculos del animal,
normalmente en las patas traseras del ratén. El dafio por la inyeccién promueve el
reclutamiento directo de células dendriticas al misculo, que incorporan los péptidos o
las proteinas secretadas por los miocitos que han captado el vector. Las células
dendriticas migran del musculo al ganglio linfoide donde se produce la activacion,

proliferacién y diferenciacion del linfocito B maduro (86).

- En la inyeccién intradérmica, el pldsmido es inyectado en la dermis, normalmente en la
zona del vientre del raton. Alli es incorporado por las células cutdneas y las células
dendriticas que residen en la dermis, expresando el antigeno codificado por el vector.
La irritacién local que produce la inyeccion promueve igualmente la migracién de las
células dendriticas a los ganglios linfoides donde se produce la activacion,

proliferacién y diferenciacion del linfocito B maduro (87).

La eficiencia de transferencia de la inyeccién puede verse incrementada mediante el uso
de la electroporacién, es decir, la administracion de pulsos eléctricos de alto voltaje que
aumenta la permeabilidad de la membrana celular. Se producen poros transitorios en la

membrana celular que permiten la entrada del vector inyectado al interior celular (79) (83-85).

En la transferencia génica hidrodinamica, un nuevo procedimiento, el vector se diluye
en una solucién salina acuosa isoténica y se inyecta de forma intravenosa. El vector es

incorporado a las células por 1a modificacién hemodinamica.

En la transferencia génica balistica (Gen Gun), el vector de expresion que codifica la
proteina (o el fragmento proteico) de interés se introduce en el animal utilizando una pistola de
helio “Gene Gun” (Figura 7). El vector de interés se sitlia recubriendo microparticulas de oro
que son disparadas en la piel del animal, normalmente en la piel abdominal una vez afeitada
cuidadosamente la zona (83-85). Este tipo de inmunizacién genética puede realizarse mediante

equipos comerciales, por ejemplo Helio-Gene Gun (BioRad Laboratorios, Hercules, California).
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Otro de los factores criticos en la inmunizacién genética es el esquema de inmunizacion.

En la literatura clésica se contempla que, para la induccién de anticuerpos monoclonales de alta

calidad mediante inmunizacion genética, la inmunizacion implicaria un periodo de tiempo

prolongado, con largos intervalos de descanso. Este esquema puede ser mas eficaz para obtener

respuestas de anticuerpos de alta calidad si se compara con esquemas de inmunizaciones

sucesivas y rapidas. Sin embargo, en la mayoria de los estudios en animales, para la generacién

de anticuerpos monoclonales se requieren inmunizaciones multiples, usualmente cada 2-3

semanas (79).

Por ultimo, es necesario destacar que para la produccién de anticuerpos monoclonales

se requiere la disponibilidad de muchas células B activadas especificas del antigeno en los

organos linfoides (bazo). Estas células son clave para la fase final de fusion y generacion de los

hibridomas productores de anticuerpos.

En los métodos tradicionales de inmunizacidn proteica, se consigue aumentar el nimero

de células B activadas en bazo mediante una inmunizacién final (inyeccién intravenosa o

intraperitoneal), 3-5 dias antes de la fusién. También es necesaria la inmunizacién genética final

para la inmunizacién con ADN, siendo uno de los factores mas importantes para garantizar la

produccion de un elevado nimero de anticuerpos especificos.

Se ha demostrado que, si Unicamente se realiza una inmunizacién genética final,

la

eficiencia en la generacion de hibridomas positivos es baja (79). Este problema se ha solventado

con una ultima inmunizacién con un refuerzo con antigenos. Esta puede realizarse con la

proteina diana, con los péptidos de interés, o con las células transfectadas con el plasmido que

expresa la proteina/péptidos de interés. Gracias a este refuerzo, se generan titulos mucho

mayores en el animal inmunizado, mejorandose la generacion de hibridomas productores del

anticuerpo de interés (79) (88-90). En la Tabla 6 se resumen las principales opciones

inmunizacion final del animal.

de
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En estudios de co-expresién se pueden utilizar estos nuevos anticuerpos junto con otros
marcadores inmunofenotipicos de diferentes tipos celulares (normales y/o tumorales). Todo ello
es posible gracias al desarrollo de técnicas de doble inmunomarcaje cromogénico o a la
disponibilidad de diferentes fluorocromos que permiten el marcaje miltiple mediante
inmunofluorescencia indirecta empleando anticuerpos secundarios especificos. El nivel de
detalle y la resolucién obtenida en estas técnicas de doble marcaje puede asimismo verse
sustancialmente mejorada mediante el uso de sistemas de elevada resolucion como la

microscopia confocal.

La validacién de los nuevos anticuerpos monoclonales para la deteccién de proteinas de
interés en las diferentes poblaciones linfoides se suele realizar inicialmente empleando lineas
celulares derivadas de diferentes alteraciones linfoproliferativas. En estas lineas celulares, los
sistemas de regulacion suelen verse alterados, y pueden reflejar alteraciones no existentes en los
tumores primarios de los que estas lineas derivan. Sin embargo, y pese a sus limitaciones, su uso
nos permite validar los nuevos marcadores inmunofenotipicos y estudiar y caracterizar cémo es
la expresién de la proteina reconocida por estos anticuerpos. De forma similar, para esta
validacién también es muy interesante caracterizar la expresién en tejido linfoide normal
reactivo (normalmente, amigdala, bazo o apéndice) donde la expresiéon inmunofenotipica de
otros marcadores en las diferentes poblaciones linfocitarias esta ya descrita y es conocida.
Tengamos en cuenta, como se ha explicado previamente, que en la mayoria de las entidades
neoplasicas, es posible hallar una explicacion plausible a los hallazgos inmunofenotipicos
atendiendo a las caracteristicas de las células linfoides que corresponden a su contrapartida

normal.

Por ultimo, para el andlisis y la caracterizacion de los nuevos marcadores en tejidos
normales y tumorales, se requiere:
- el estudio simultdneo de un gran numero de otras moléculas relacionadas con la
diferenciacion celular, el ciclo celular y 1a apoptosis; y
- un elevado nimero de tumores primarios para realizar estudios en largas series de

pacientes.

Para realizar dichos andlisis en miltiples tejidos (normales y tumorales),
simultdneamente con otros marcadores, y determinar los niveles de expresion de diferentes estas
proteinas mediante THQ, actualmente existen las técnicas de andlisis masivo de expresion de
biomarcadores, como son por ejemplo las matrices tisulares o los Tissue-MicroArrays (TMAs)
(97) (98, 99).
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5. Estudio de la expresion de PRDM1 en una serie de linfomas para determinar su posible uso

como marcador diagnostico.

6. Evaluacién de la relacion entre la expresion de PRDM1 y la conducta clinica de los

pacientes con LDCBG.
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lisado a partir de una linea celular o tejido de interés concreto para estudiar la presencia del

antigeno especifico. Para ello se utilizé6 un tampén de lisis RIPA e inhibidores de proteasa

(Complete, Roche, Mannheim, Alemania). La concentraciéon de la proteina obtenida de los

diferentes lisados celulares o tisulares se analizd por el método Bradford (104), utilizando

albamina bovina como estidndar y siguiendo protocolos convencionales.

Posteriormente, las proteinas de los diferentes lisados, tras separarse en geles

desnaturalizantes de SDS-PAGE (a unas concentraciones entre el 10 y el 15%, Bio-Rad), fueron

transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire, Reino Unido) mediante el uso de una corriente eléctrica. Una vez acabada la

transferencia, las diferentes membranas se cortaron en tiras y se incubaron secuencialmente con

la solucién de bloqueo (leche en polvo desnatada al 5% en PBS/0,1% Tween 2) y el anticuerpo

primario de interés. Para visualizar la proteina reconocida por el anticuerpo primario, la porcién

de membrana de interés se incubd con un anticuerpo secundario ligado a una enzima peroxidasa
(Dako, HPR, diluido 1:1000 en PBS). La unién se visualizé mediante la adicién del sustrato

enzimatico apropiado (Amersham Biosciences, RPN2109). Como controles de carga, las

membranas se incubaron bien con el anticuerpo monoclonal para la detecciéon de beta-actina

(1:3.000, Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) o con el anticuerpo monoclonal para la

deteccion alfa-tubulina (1:10.000, Sigma).

Para la caracterizacion de los anticuerpos anti-BCL6, se utilizaron homogeneizados

de

lineas celulares: Ramos, AKATA y Mutu-1 (Burkitt); KARPAS-422, DB y Toledo (LDCBG) y

REH (leucemia linfoblastica aguda); y de tejidos frescos: timo y amigdala.

Para la caracterizacion del anticuerpo anti-PRDM1 se utilizaron lisados de diferentes
lineas celulares derivadas de MM (RPM1-8226, 1.363, SKMM2, KARPAS-620, NCI-H929,
OPM2, LP1) y de linfoma de Burkitt (Raji); asi como homogeneizados tisulares de timo y

amigdala.

Para la caracterizacion del anticuerpo anti-MALT1, clon RON169, se utilizaron lisados

de células de la linea celular de MM, U-266. Posteriormente fue testado con lisados

de

diferentes lineas celulares de MM (RPMI8226, SK-MM-2, JJN-3, OMP-2, LP-1, NCL-H929,
K620 y 1.363), de linfoma y leucemia (SSK41, MD90, RC-K8, RIVA, SU-DHL-8, 380, DB,

DOHH2, K231 y K422), y en una linea murina de células pro-B (Ba/F3).
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Generation of a New Monoclonal Antibody Against
MALT1 by Genetic Immunization
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JOSE FRANCISCO GARCIA,! JUAN CRUZ CIGUDOSA,** and GIOVANNA RONCADOR!*

ABSTRACT

Genetic immunization (GI), which is primarily used for vaccine purposes, is a method for producing anti-
bodies to a protein by delivering the gene encoding the protein as a eukaryotic expression vector instead of
the protein itself. The mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1 (MALT1) is one of
the most likely candidates for involvement in pathogenesis of MALT lymphoma and probably of multiple
myelomas. In the present work we describe the production and characterization of a mouse monoclonal an-
tibody (mAb) directed against MALT1 and the study of MALT1 protein expression in a large series of lym-
phomas and myeloma cell lines. The full-length coding sequence of human MALT1 was inserted into pcDNA3
vector and delivered into mouse skin using a helium gene gun. Six new mAbs against the MALT1 molecule
were produced. In order to characterize and confirm the specificity of these mAbs, Western blot (WB) and
immunoprecipitation (IP) analyses were performed. A new anti-MALT1 mAb was selected and tested in a
large series of cell lines. These results confirm that GI is a reliable and effective alternative method for pro-
duction of mAbs, allowing accurate and sensitive detection and screening of proteins by WB.

INTRODUCTION been widely adopted, using a variety of gene delivery methods,

for the production of polyclonal antibodies® and mAbs.(1:24-7)

MONOCLONAL ANTIBODIES ARE STILL unquestionably an in- In our study we used a gene gun (GG) to deliver plasmid
valuable tool for basic biomedical research, as well as DNA expression vector into mice. The vector was delivered us-

for the diagnosis and treatment of diseases. In recent years, the  ing a helium discharge that propels DNA-coated gold beads into
development of new technologies such as cDNA arrays has al-  the epithelial cells of the mice.(®) The antigen is expressed in-
lowed the detection of gene expression diversity among tumors  side the animals’ cells making it more likely to be in its desired
and the identification of possible target molecules that could be  natural folded state and thus generating antibodies capable of
important for our understanding of the mechanisms of cell bi- recognizing the native protein. In addition, mAbs obtained us-
ology and tumorigenesis. This new information has increased ing GG are high affinity compared with those produced by con-
the need for specific antibodies to accelerate basic research into  ventional means.®

the elucidation of the function of these recently discovered pro- Extranodal marginal zone cell lymphomas of mucosa-
teins. Genetic immunization (GI) is an important platform for associated lymphoid tissue (MALT) type is a distinct
the production of mAbs against antigens with a known coding  subtype of B-cell non-Hodgkin’s lymphoma.(19 It represents
sequence. By introducing an expression vector into the animal about 8% of all non-Hodgkin’s lymphoma and is the
host, the antigen is synthesized in situ. This provides a prop- most common lymphoma arising at extranodal sites. MALT
erly processed antigen while avoiding the need for expensive lymphomas exhibit various well characterized structural
protein isolation(’? or peptide synthesis. This approach has and numerical chromosomal abnormalities: trisomies of
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20Oncology Area, Molecular Oncology Laboratory, Centre for Applied Medical Research (CIMA), Pamplona, Spain.
3Molecular Cytogenetics Group, Human Cancer Genetics Programme, Spanish National Cancer Centre (CNIO), Madrid, Spain.
*JCC and GR are co-senior authors of this work.
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chromosomes 3, 7, 12, and 18, t(11;18) (g21;921), t(14;18)
(932;921), t(1;14) (p22;q32) translocations,(!-13) and the
most recently described t(3;14) (p14.1;q32) translocation.(¥
Translocation (11;18) (q21;921) fuses the N-terminus of the
API2 gene to the C-terminus of the MALTI1 gene and gen-
erates a functional chimeric API2-MALT1 product,(!9 and
1(14;18) (932;g21) results in the translocation of the MALT1
gene to the immunoglobulin heavy chain locus,(1%:16) lead-
ing to MALT1 overexpression.

MALT!]1 protein is a paracaspase that possesses one death
domain, two adjacent immunoglobulin-like domain, and one
caspase-like domain.(1” MALT1 acts as an important regula-
tor of adaptive immune responses in vivo and is essential for
functional T-cell activation, proliferation, and cytokine pro-
duction.(1819 Fyll-length MALT1 protein does not significantly
activate NF-Kb.?%2D However, the fusion protein resulting
from the truncation of MALT1 leads to the increased inhibition
of apoptosis via NF-KB and confers a survival benefit to MALT
type lymphomas,(10:13,17.2022-25) | jkewise, it has been postu-
lated that gene amplification and overexpression of MALT1
may represent another mechanism of MALT] activation in B-
cell non-Hodgkin’s lymphoma.(526) MALT1 overexpression
and/or amplification has recently been described for the first
time in seven multiple myeloma cell lines,**® which raises the
possibility that this gene is involved in the development of this
disease.

The data obtained so far indicate that the MALT1 gene is
one of the most likely candidates for involvement in the patho-
genesis of B-cell non-Hodgkin’s lymphoma,{!) more specifi-
cally in MALT lymphoma,®” and perhaps in multiple
myeloma. In order to clarify the molecular mechanism under-
lying the t(11;18) and 1(14:18) translocations and the amplifi-
cation of this gene in MALT lymphoma and myeloma, we used
the DNA immunization technique to generate mouse mAbs
against MALT] protein and applied the resulting mAb in a se-
ries of lymphoma and myeloma cell lines.

MATERIALS AND METHODS

Vectors

The full-length coding region of human MALT1 gene was
inserted into the pcDNA3 eukaryotic expression vector con-
taining flag or myc taq (Invitrogen, Carlsbad, CA) under con-
trol of the CMV promoter, which is commonly used for DNA
immunization, as we have previously described.®) The se-
quence was confirmed by DNA sequencing. The plasmid
c¢DNAs (kindly provided by Dr. Sanchez-Izquierdo, Hospital
Clinico, Valencia, Spain) were grown in the TOP 10 strain of
Escherichia coli and purified using the JETstar 2.0 plasmid pu-
rification kit (Genycell Biotech, Granada, Spain) according to
the manufacturer’s instructions. In order to ensure the ability
of the constructed pcDNA3-MALT1 plasmid to mediate in vitro
expression of MALT1, HEK-293T cells (American Type Cul-
ture Collection, Rockville, MD) were transiently transfected us-
ing FuGENE transfection reagent (Roche, Mannheim, Ger-
many). The plasmid DNA carrying the flag taq was diluted in
distilled water to a concentration of 2 ug/uL for the prepara-
tion of GG cartridges.
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Immunization and production of mAbs

Mice were maintained in the pathogen-free Animal Care Fa-
cility Unit at the Centro Nacional de Investigaciones Oncolog-
icas (CNIO). Animal experiments were performed under the ex-
periment protocol approved by the Institutional Committee for
Care and Use of Animals (CEUCA n° 001/02).

Four BALB/c mice were immunized by means of the GI
technique using a GG (Bio-Rad, Hercules, CA) delivery
system as previously described.) Mice sera were tested by
immunohistochemistry (IHC) on cytospin preparations of
HEK-293T cells transfected with pcDNA3-MALTI1-Flag
plasmid. Cells expressing MALT1-Flag recombinant protein
were washed and resuspended in phosphate-buffered saline
(PBS) and injected (4 X 107 cells) 3 days before fusion, which
was performed by conventional methods. The cell-fusion part-
ner employed was the NS-1 myeloma cell line (P3/NS1/1-Ag4-
1), and supernatants were screened using THC on HEK-293T
transfected with pcDNA3-MALT1-myc.

Cell lines

The human myeloma cell lines (U-266, RPMI8226, SK-MM-
2,JIN-3, OPM-2, LP-1, NCL-H929, KARPAS620, and L-636),
human B-cell lymphoma cell lines (RC-K8, SU-DHL-5, SU-
DHL-8, DB, DOHH2, and KARPAS 422), human B-cell pre-
cursor leukemia cell line 380, human B-cell leukemia KARPAS
231, and the mouse cell line Ba/F3 (pro-B cell) were obtained
from the German Collection of Microorganisms and Cell Cul-
tures (DSMZ, Braunschweig, Germany). The human cell lines
SSK41 (diffuse large B-cell lymphoma), MD901 (B-cell lym-
phoma), and RIVA (B-cell lymphoma) were kindly provided
by Dr. Martin J Dyer (Leicester, United Kingdom).

Immunohistochemistry

The immunohistochemical procedures have been reported
elsewhere.?8:29 Cytospins were incubated for 30 min with the
anti-MALT1 mAb or the rabbit anti-MALT1 polyclonal anti-
body H-300 raised against amino acids 525-824 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA). Slides were rinsed in PBS,
and incubated for 30 min in 1/50 HRP goat anti-mouse or HRP
goat anti-rabbit polyclonal antibody (Dako, Glostrup, Den-
mark), respectively. The peroxidase reaction was developed us-
ing diaminobenzidine for 5 min. The sections were counter-
stained with hematoxylin. Negative controls were obtained
avoiding the primary antibody.

Immunoprecipitation and Western blot analysis

To extract total protein, cells were lysed in a buffer con-
taining 50 mM Tris [tris(hydroxymethyl)aminomethane]-HCl
(pH 7.5), 150 mM NacCl, 1% Igepal (Sigma, St Louis, MO),
and protease inhibitors (Roche). Lysates were incubated in a
cool room on a rotary shaker for 1 h and cleared by cen-
trifugation. For IP, 300 ug of U-266 cell line soluble protein
were incubated with 40 uL. of RON169 mAb supernatant or
2 ug of polyclonal anti-MALT1 antibody H300 overnight at
4°C. Tagged proteins were immunoprecipitated with protein
A immobilized on Sepharose (Sigma), and immunocom-
plexes were washed four times with HNTG buffer (20 mM
Hepes [pH 7.5], 150 mM NaCl, 0.1% Triton x-100, 10% glyc-
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and was found to express IgGl mAb isotype. Anti-MALT1
polyclonal antibody H300 was used as the positive control (Fig.
1C).

Characterization of RON169

With the aim of characterizing and confirming the specificity
of RON169 mAb, WB and IP studies were performed. First,
two IP assays were done using the U-266 cell line extracts as
the source of MALT1 protein, one with RON169, the other with
the anti-MALT1 polyclonal antibody. Each IP was im-
munoblotted with the opposite antibody (Fig. 1D). WB analy-
sis of TP showed that RON169 mAb and the anti-MALT]1 poly-
clonal recognized full-length MALT1 protein in U-266 cell line
extract. WB analysis revealed a clear band of 90 kDa corre-
sponding to the expected molecular weight of MALT1 pro-
tein®® and one band of 50 kDa of the heavy chain of the an-
tibody employed in each IP. All the antibodies were tested on
paraffin tissue sections of reactive tonsil using different buffers
and antigen retrieval methods. None of these worked on paraf-
fin sections.

RON169 mAb was tested by WB in a large series of human
lymphoma, leukemia, and multiple myeloma cell lines and in
one mouse pro-B-cell line. The latter cell line was employed in
order to determine whether our mAb recognized mouse MALT1
protein.

Heterogeneous MALT]1 expression was observed in the mul-
tiple myeloma cell lines. Abundant MALT1 protein was de-
tected in SK-MM-2, JIN-3, U-266 and L-363, LP-1, and
KARPAS 620 cell lines, while a moderate-to-low level of pro-
tein was present in RPMI 8226, OPM2, and NCL-H929 cell
lines (Fig. 1E).

In the human lymphoma and leukemia cell lines employed
(Fig. 1F), we also found heterogeneous levels of MALT1 pro-
tein expression. MALT1 protein was abundant in SSK41 and
RIVA cell lines. MD901, RC-K8, SUDHL-5, SUDHL-8, 380,
and DB cell lines showed a moderate level of MALT1 expres-
sion, while in DOHH2, KARPAS 231, and KARPAS 422 cell
lines, less protein was present.

DISCUSSION

MALT lymphoma is a heterogeneous but unique pathologic
form of extranodal B-cell non-Hodgkin’s lymphoma and con-
stitutes approximately 8% of all non-Hodgkin’s lymphomas.©31)
It can be found in a variety of extranodal sites (e.g., stomach,
thyroid, salivary glands, skin, lung). MALT lymphoma is
thought to be the result of abnormal lymphoid cell proliferation
that progressively replaces the normal B-cell population in re-
sponse to either a persistent infection or an autoimmune disor-
der.3?

Since MALT]1 gene is involved in the pathogenesis of hu-
man lymphomas by chromosomal rearrangements (transloca-
tion or amplification) or by its overexpression,(1526) our work
focused on the production of high-affinity anti-MALT1 mAbs.
In order to generate these potentially useful mAbs we employed
the GG immunization technique, which has been used in the
past with varying success to produce several monoclonal(!:2:4-7)
and polyclonal® antibodies. We have recently generated a new
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anti-BCL6 mAb (GI191E) by this technique, which is more sen-
sitive and allows better detection of the protein compared with
the mAbs obtained by conventional means.

In the present study we developed six mAbs against MALT1
protein using full-length MALT1 cDNA as the antigen. We
tested the ability of selected clones to recognize MALT1 pro-
tein by THC, WB, and ELISA assays. Finally, the clone
RON169 was selected from the six mAbs obtained. We used
TP to confirm the specificity of our anti-MALT1 mAb. The hu-
man multiple myeloma cell line U-266, which overexpresses
MALTI1 protein,® was used successfully to precipitate
MALT]1 protein. The IP products obtained were immunoblot-
ted with RON169 and a rabbit anti-MALT]1 antibody, showing
that RON169 mAb is able to recognize full-length MALT1 pro-
tein.

We also investigated the expression of MALT1 protein in a
series of lymphoma/leukemia and myeloma cell lines by using
WB. In the case of multiple myeloma cell lines, qRT-PCR and
FISH analyses have recently revealed the presence of MALT1
protein in several cell lines.(?® In accordance with our WB re-
sults, we found two cell lines (SK-MM-2 and U-266) with a
high level of MALT1 expression. This protein expression is
consistent with the overexpression detected by gqRT-PCR (U-
266) and the overexpression and amplification of more than 10
copies (SK-MM-2) previously observed in these cell lines.(2®)
On the other hand, cell lines with a lower level of MALT1 ex-
pression, as revealed by WB (RPMI-8226, OPM-2, LP-1,
KARPAS-620, and 1-363), had extra copies of the MALT1
gene (half of which were overexpressed). Furthermore, the JIN-
3 cell line, which exhibited a high level of the protein MALT]1,
as revealed by our WB analysis, did not show overexpression
of MALT1 gene by gRT-PCR, which is probably indicative of
other mechanisms of regulation that should be explored.

The MALTI1 expression profile obtained by WB using
RON169 in the lymphoma/leukemia cells is in concordance
with previous genetic studies.(!> Sanchez-Izquierdo et al. noted
that SSK41 and RIVA cell lines, in which we have shown a
high level of MALT]1 expression using WB (Fig. 1F), presented,
respectively, seven and five extra DNA copies of MALT], in
both cases within the genomic amplification of band 18g21.0%
In that report, the MD901 cell line had three DNA copies of
the MALT1 gene within the same amplification in 18q21. This
is consistent with the mild MALT1 expression that we observed.
Finally, the KARPAS 422 cell line, which exhibits small
amounts of MALT1 protein, presented only two DNA copies
of MALTI. These results confirm that MALT1 protein ex-
pression detected by WB using RON169 mAb is correlated with
the amplification of the MALT1 gene previously described in
many B-cell malignancy-derived cell lines.(15:26)

In summary, this study describes the production of a new
anti-MALT1 mAb (clone RON169) using the GG technique.
The mAb obtained is able to identify different MALT1 ex-
pression levels by WB, so the RON169 mAb should be useful
for MALT1 protein detection, isolation, and quantification and
could be used for studying MALT]1 function in human MALT
lymphoma and myeloma. Also, we confirm that the GI assay
is an effective and alternative molecular tool that can be used
for the production of more specific mAbs. These antibodies
could be employed to improve our understanding of the mo-
lecular pathogenesis and clinical significance of selected pro-
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tein functions in lymphomas and myelomas. In the same way,
this technique could be used for antigen validation of the new
c¢DNAs obtained from lymphoma DNA array studies, facilitat-
ing the bypass between genes and proteins.
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En la bibliografia pueden encontrarse diferentes esquemas de inmunizacién genética
para la produccion de anticuerpos monoclonales en ratones. Las principales modificaciones que
se pueden realizar para el éxito de este tipo de inmunizacién son: a) la metodologia de
inmunizaciébn genética (Gene Gun o intramuscular), b) el esquema de inmunizacién
(inmunizaciones repetidas y sucesivas en un periodo corto de tiempo o un esquema
convencional similar al de la inmunizacién con proteinas) y c) la inmunizacion final del ratén,
previa a la extraccion de las células B del bazo (inicamente con inmunizacidén genética o con
una inmunizacidén intraperitoneal adicional con las células transfectadas que expresan la

proteina de interés).

En nuestra experiencia, la inmunizaciéon mediante Gene Gun resulté mas efectiva que la
intramuscular en la produccién de anticuerpos monoclonales. Esta técnica requirié inicamente
unos pocos microgramos para desarrollar 1a respuesta inmune, medida por titulacién del suero.
Ademés, el Gene Gun permitia disponer de forma sencilla del inmundgeno para realizar nuevas
rondas de inmunizacién, siendo los cartuchos con el pldsmido de ADN muy féciles de conservar
y almacenar. Destacar que ademads, la inmunizacidn genética via Gene Gun no provocé lesiones

ni dafios en los ratones por lo que se evita el sufrimiento del animal.

El esquema de inmunizacién consisti6 en realizar 5 inmunizaciones en la zona inguino-
abdominal, cada 14 dias, tomandose muestras de suero tras 40 y 70 dias de la primera
inmunizacién. Con este esquema, los ratones inmunizados desarrollaron una muy buena
respuesta inmune frente al antigeno. Para la generacion de anticuerpos de alta especificidad
frente a BCL6 en ratones se requirid, al igual que en la inmunizacién convencional con proteina,
un periodo de tiempo prolongado e intervalos de unos 14 dias de descanso entre
inmunizaciones. Este fue el esquema elegido en la presente Tesis Doctoral para la produccién

de los anticuerpos monoclonales frente a las proteinas BCL6 y MALTI.

Por otra parte, para la produccién de anticuerpos monoclonales se requiere la
disponibilidad de muchas células B activadas especificas del antigeno en los érganos linfoides,
concretamente en el bazo. Estas cé€lulas son clave para la fase final de fusién y generacién de los
hibridomas productores de anticuerpos (89). En los métodos tradicionales de inmunizacién
proteica, esto se consigue mediante una inmunizacién final intravenosa o intraperitoneal 3 dias
antes de la fusién. Este mismo procedimiento de inmunizacién final del animal es igualmente
necesario para la inmunizacion con ADN, siendo uno de los factores mas importantes para
garantizar la produccién de un elevado nimero de hibridomas (79). Diferentes estudios han

demostrado que si tinicamente se realiza una inmunizacién genética final, se obtiene una muy
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baja eficiencia en la generacién de hibridomas positivos (88, 90). Este problema se solvento
para la producciéon de anticuerpos monoclonales frente a BCL6 y MALTI1 con una tltima
inmunizacioén con células transfectadas con el plasmido que expresaban las proteinas de interés.
Gracias a este refuerzo, la activacién de los linfocitos productores de anticuerpos en el animal

inmunizado fue mucho mayor y, por tanto, la generacién de hibridomas fue eficiente.

En la presente Tesis Doctoral se describe un protocolo de inmunizacién genética via
Gene Gun para su aplicacion como un método alternativo, rapido y viable para la inmunizacién
de ratones con el objetivo de producir anticuerpos monoclonales que tengan aplicacién en la
rutina diagnéstica. Este protocolo se basa en la inmunizacién genética mediante Gene Gun, con
unos periodos de descanso de unos 14 dias y, tras 5 inmunizaciones y una inmunizacién final
con células transfectadas que expresan la proteina de interés. Su utilizacion permitié desarrollar

los anticuerpos monoclonales murinos especificos frente a las proteinas: BCL6 y MALT1.

El gen BCL6 codifica para un represor transcripcional de células B de CG que
interviene en la activacién, supervivencia y diferenciacion de las células B y en la formacién y
funcionamiento de los CGs. Se expresa en todas las neoplasias de células B derivadas del CG
como el linfoma de Burkitt, los linfomas foliculares y el LDCBG. Este patrén de expresion hace
que los anticuerpos monoclonales frente a la proteina BCL6 se utilicen para diagnosticar y

clasificar las neoplasias de células B derivadas del CG.

Como se describe en el primer articulo de la presente tesis, se generaron dos anticuerpos
monoclonales anti-BCL6 mediante diferentes técnicas de inmunizacion: el clon ST42B/H7,
producido mediante inmunizacién con la proteina recombinante GST-BCL6 (sintetizada en
bacterias y posteriormente purificada) y el clon GI191E/AS8, producido mediante inmunizacién

genética via Gene Gun con el vector p-CMV-BCLS6.

Ambos anticuerpos fueron inicialmente validados por WB y por ITHQ en preparaciones
de lineas celulares y en tejidos linfoides reactivos (amigdala y timo). Tal y como se muestra en
la Figura 1 del primer articulo, por WB se detectdé una banda especifica de 95 kDa
correspondiente al peso molecular de BCL6 en los lisados de amigdala, de timo y de las lineas
celulares derivadas de linfoma de Burkitt (Ramos, AKATA, and Mutu-1) y LDCBG (KARPAS-
422 y DB). Se observé una correlacion perfecta entre la deteccion de la proteina BCL6 por WB
y la deteccion de BCL6 por THQ en los citospines de las mismas lineas celulares utilizada en el
WB. Como era de esperar, la proteina BCL6 no se detecté ni por WB ni por THQ en la linea
celular derivada de leucemia linfoblastica aguda (REH) ni en la derivada de LDCBG (Toledo).
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Para la validacién de los anticuerpos ST42B/H7 y GI191E/A8 en THQ en tejido
parafinado, se utilizaron cortes de 5 muestras de amigdalas tratadas con tres tampones diferentes
de desenmascaramiento antigénico (Citrato, Citrato con proteinasa-K y EDTA). El anticuerpo
anti-BCL6 (clon PG-B6p), comiinmente utilizado para el diagnéstico diferencial de los linfomas
B y producido por inmunizaciéon convencional, se utiliz6 como control positivo. La proteina
BCL6 se detectd especificamente en el nicleo de las células B del CG, siendo el patrén de
expresion con los tres anticuerpos monoclonales idéntico. Sin embargo, es de destacar que la

intensidad del marcaje por IHQ con el clon GI191E/AS8 era significativamente més alta.

Entre los principales problemas que dificultan el diagnéstico rutinario por IHQ de BCL6
en secciones de tejido fijado en formol y embebido en parafina destacan: 1a baja sensibilidad de
los anticuerpos utilizados, que no detectan bajos niveles de expresién proteica, y el uso de

préacticas erréneas en la fijacion del tejido.

Para evaluar como afectaba la fijacion a la calidad diagnéstica de los nuevos
anticuerpos monoclonales anti-BCL6 producidos en la presente Tesis Doctoral, se realizé un
estudio comparativo por IHQ con amigdalas procesadas con diferentes tiempos de fijaciéon (12,
24, 48 horas y una semana) y dos tipos de fijador (formol tamponado o BS5). De acuerdo a las
recomendaciones sobre fijacién, y como era de esperar; los mejores resultados en la THQ de
BCL6 se observaron con los tres anticuerpos monoclonales en la amigdala fijada en formol

durante 24 horas.

Los dos anticuerpos producidos por inmunizacién convencional (clones ST42B/H7 y
PG-B6p) tefiian las muestras de forma muy similar y vieron afectada de manera significativa la
deteccion de la proteina BCL6, tanto por defecto como por exceso en el tiempo de fijacion, asi
como, por la fijacién con BS. Se observo la pérdida total de la sefial con ambos anticuerpos en
las amigdalas fijadas durante una semana. Por €l contrario, en el caso del anticuerpo producido
por inmunizacién genética, clon GI191E/AS8, el defecto o exceso en la fijacion con formol o la
fijacién con B5 sélo redujo la intensidad del marcaje de BCL6, indicando que su especificidad
es menos dependiente del tiempo de fijacion o del fijador utilizado (ver Figura 2 del primer

articulo).

Los resultados obtenidos indican que el uso del anticuerpo monoclonal anti-BCL6

producido por inmunizacién genética seria de gran utilidad para los laboratorios de anatomia

102



Del anticuerpo al diagnéstico: MALT1, BCL6 y PRDM1/BLIMP1 como marcadores de neoplasias linfoides humanas.

patolégica donde pequefias variaciones en los procesos de fijacidon no afectarian de manera

significativa a la correcta deteccidn de la proteina BCL6 en cortes de parafina.

Para valorar la aplicacién diagnéstica de los nuevos anticuerpos anti-BCL6 producidos,
se realizé un estudio comparativo de la expresion de BCL6 por IHQ con ambos anticuerpos,
GI191E/A8 y ST42B/H7, en 89 casos de LDCBG y 24 casos de LLC-B. Para que la valoracién
de la THQ de BCL6 en estas neoplasias linfoides fuese objetiva y reproducible, con
independencia del observador, se utilizo el sistema BLISS, que permite la valoracién digital

automatizada y la cuantificacién de marcaje por [HQ.

La cuantificacién de la expresion de BCL6 en los casos de LDCBG fue idéntica en
aquellos casos con BCL6 altamente expresado o ausente (extremos), sin embargo, en los casos
con expresidn intermedia, la deteccidn de la proteina BCL6 con el clon GI191E/AS8 fue superior.
Como era de esperar, no se observé expresion de BCL6 en los casos de LL.C-B con ninguno de
los anticuerpos utilizados. Estos resultados indican una mayor sensibilidad del clon producido
por inmunizacién genética para la detecciéon de BCL6 por IHQ en muestras tumorales de tejido

fijado en formol e incluidos en parafina (Figura 3 del articulo 1).

Finalmente se estudio si, esta menor dependencia de condiciones dptimas de fijaciéon y
la mayor sensibilidad del clon GI191E/AS, pudiera mejorar la deteccién de BL.C6 y el valor
prondstico en pacientes con LDCBG. Los resultados en esta serie indican de manera
significativa que la determinacién de BCL6 por IHQ con el clon producido por inmunizacién
genética es un factor predictivo independiente de supervivencia global en LDCBG (p=0,035).
Esta conclusioén no se podia obtener de manera significativa con el clon ST42B/H7 producido
por inmunizacién convencional (p=0,054) (Figuras 4 y 5 del articulo 1) probablemente afectado

por la menor sensibilidad y dependencia de condiciones 6ptimas de fijacién del tejido.

Por todo los resultados obtenidos y como conclusién final del primer articulo, indicar
que el anticuerpo producido por inmunizacién genética via Gene Gun (clon GI191E/AS)
demostré importantes ventajas competitivas frente a los clones ST42B/H7 y PG-Bé6p,
destacando la mayor sensibilidad, independencia de factores externos como la fijacién y una
mejor deteccion de la expresion de BCL6 por IHQ. Estos resultados convierten al anticuerpo
anti-BCL6, clon GI191E/AS, en una herramienta de interés para el diagnostico diferencial de los

linfomas.
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Tras confirmar la efectividad y la viabilidad del procedimiento empleado de
inmunizacién genética (Gene Gun) para producir el anticuerpo monoclonal de calidad frente a
BCL6, se aplico este mismo protocolo de inmunizacién para generar anticuerpos monoclonales

frente a la proteina MALT1.

El gen MALTI estd involucrado en la patogénesis de diferentes neoplasias
hematolégicas por reorganizacidbn cromosdémica (translocaciones o amplificaciones) o

sobreexpresion (109, 110).

Los linfomas MALT son un tipo de linfoma extranodular de células B que constituye
aproximadamente el 8% de todos los LNH (111). Puede encontrarse en una gran variedad de
localizaciones extraganglionares (por ejemplo, estdmago, tiroides, glandulas salivares, piel y
pulmoén). Se cree que el linfoma MALT es consecuencia de una proliferacion anémala de
células linfoides que progresivamente reemplazan la poblacién normal de células B en respuesta

a una infeccion persistente o a un trastorno autoinmune (112).

Los estadios avanzados de los linfomas MALT se caracterizan por translocaciones
genéticas especificas que conllevan a la activacién del gen MALTI o a la expresion de la
proteina de fusion API2-MALTI1, que se encuentra activa de forma constitutiva y sin necesidad
de la activacién por BCR (113). Analisis mediante RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) y FISH
han identificado en varias lineas celulares de MM y de leucemia linfoblastica aguda de células
B (LLA-B) niveles elevados de expresion del gen MALTI por un incremento en €l nimero de

copias génicas (110, 114).

En la presente Tesis Doctoral se procedié a la produccién de un anticuerpo monoclonal
de alta afinidad anti-MALT1. Para ello se empled, de forma similar a la técnica de inmunizacion
genética empleada para generar el anticuerpo anti-BCL6, la técnica Gene Gun con pistola de
helio. El inmunégeno empleado fue un vector pcDNA3 en el que se insertd la secuencia
codificadora completa de 1a proteina humana MALT1. El proceso incluyé una inmunizacién
final, 3 dias antes de la fusién, con células HEK293T transfectadas con el pcDNA3-MALTI-
Flag.

Se obtuvieron 6 anticuerpos monoclonales que se caracterizaron y validaron mediante
IP, ELISA y WB. Finalmente se escogié el anticuerpo monoclonal proveniente del clon

RON169 debido a su mayor especificidad en la deteccion de la proteina MALT1.
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Para confirmar la especificidad del anticuerpo RON169, se realizé la IP de la proteina
MALTI1 de la linea celular humana de MM, U-266, que sobre-expresa la proteina MALT1
(110). El producto de la IP se empled para la técnica de WB y se identificé mediante el uso del
anticuerpo RON169 y un anticuerpo comercial anti-MALT1 generado en conejo (Santa Cruz;
referencia sc-28246). El resultado mostrd que el anticuerpo monoclonal RON196 detectaba una
banda especifica de 90 kDa en la linea de MM U-266, confirmando su capacidad de reconocer

especificamente la proteina MALT1 completa (Figura 1D del articulo 2).

Para confirmar la especificidad del anticuerpo, investigamos la expresiéon de la proteina
MALT1 en una serie de lineas celulares de linfoma, leucemia y MM mediante WB. Como
puede observarse en la Figura 1E del articulo 2, las lineas celulares de MM (U-266 y SK-MM2)
mostraron una expresion elevada de MALTI1, en concordancia con la sobreexpresion
determinada por qRT-PCR (U-266) y la sobreexpresién y amplificacion de mas de 10 copias del
gen (SK-MM-2) observadas previamente (110). Por otro lado, las lineas con baja expresién de
MALT1 determinada por WB (RPMI-8226, OPM-2, LP-1, KARPAS-620 y L363), presentaban
copias extras del gen MALT1 (la mitad de las cuales estaban sobre-expresadas). La linea celular
JIN-3, con niveles elevados de expresion de MALT1 segiun nuestro WB, no presentaba una
sobreexpresion de MALT1 por qRT-PCR. En este caso, otros mecanismos de regulacién

podrian estar por tanto implicados en la expresion de la proteina MALT1.

El perfil de expresiéon obtenido mediante WB utilizando el anticuerpo RON169 es
concordante con estudios genéticos previos. Sdnchez-1zquierdo y sus colaboradores observaron
que las lineas celulares humanas SSK41 (LDBGB) y RIVA (linfoma de células B), en las que
detectamos un nivel elevado de expresion de MALT1 mediante WB (como puede observarse en
la Figura 1F del articulo), presentaban respectivamente, 7 y 5 copias extras del ADN de MALT1
en ambos casos con la amplificaciéon genémica de 1a banda 18q21 (109). En esa publicacién, la
linea celular MD901 (linfoma de células B) tenia 3 copias del gen MALT1 en la zona 18q21,
consistente con la expresion media que observamos en nuestro estudio. Finalmente, la linea
celular KARPAS 422, con pequefias cantidades de la proteina MALT 1, presenté solo dos copias
de ADN de MALTI. Estos resultados confirman que la expresién de la proteina MALTI,
detectada mediante WB utilizando el anticuerpo monoclonal RON169, se correlaciona con la
amplificacién del gen MALT1 en diversas lineas celulares derivadas de células B malignas
(109, 110).
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Los 6 anticuerpos anti-MALT1 generados se probaron en una matriz de tejidos linfoides

(bazo, timo, medula 6sea y amigdalas) fijados en formol y embebidos en parafina usando

diferentes tampones de desenmascaramiento y métodos de revelado, sin embargo, ninguno de

ellos funcioné de manera reproducible en la técnica de THQ.

El andlisis de la expresion puede ayudar a esclarecer la implicacion de MALT1 en

diferentes neoplasias hematoldgicas y también en las diferentes vias de sefializacion a las que

afecta su desregulacion. Por tanto, el anticuerpo RON169, tiene multiples aplicaciones

potenciales en investigacion bésica en el estudio de las neoplasias linfoides, especialmente en

linfomas MALT1 y mielomas.

Con los dos trabajos iniciales presentados en esta Tesis Doctoral queda de manifiesto la

utilidad de la inmunizacién genética como método alternativo, efectivo y viable para la

produccion de anticuerpos monoclonales de calidad. Esta metodologia ha permitido producir

nuevos anticuerpos especificos frente a las proteinas BCL6 y MALTI1 con utilidad como

herramientas para el estudio de las neoplasias linfoides humanas (77, 115). El desarrollo de

métodos alternativos de inmunizacidén para la produccién de anticuerpos monoclonales, como la

inmunizaciébn genética, permiten proporcionar una alternativa fiable para solucionar el

importante incremento de la demanda de anticuerpos monoclonales para su uso en el

diagnéstico rutinario, para el desarrollo de nuevas terapias y para la investigacion basica.
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El nuevo anticuerpo monoclonal, clon ROS, permite por tanto la deteccion especifica de
PRDMI1 por WB, inmunoprecipitacion y por IHQ en tejido congelado y en tejido fijado en
formol e incluido en parafina. Estas aplicaciones permiten caracterizar la expresion de PRDM1

en tejido linfoide humano en condiciones normales y tumorales.

Como puede observarse en la Figura 2 del articulo, en tejido linfoide reactivo se detectd
expresion de PRDM1 de forma intensa en el ndcleo de células plasmaticas de los centros
germinales y de las areas interfoliculares, en una poblacién de células B del CG y en algunas
células T CD3-positivas aisladas (aproximadamente el 1% del componente reactivo T de la

amigdala).

En las células B normales de los centros germinales reactivos, PRDM1 y MUM1/IRF4
se expresaron simultdneamente en ausencia de BCL6. Este patron de expresion de PRDM1 es
requerido para la diferenciacioén de las células plasmaticas (116). La expresion de la proteina
PRDM1 en el nicleo las células plasmaticas de las amigdalas, asi como de otros 6rganos como
el bazo, la MO y la lamina propia intestinal, se confirmé utilizando otros marcadores especificos
de célula plasmatica como CD138/sindecano, p63/VS38c o CD38. El anticuerpo anti-PRDM1
representa, por tanto, una valiosa herramienta para la identificacion y estudio de las células
plasmaticas reactivas y para investigar la diferenciaciéon terminal de los linfocitos B en

condiciones normales.

PRDMI1 no se detectd en otros tejidos no linfoides, con la excepcién del epitelio
escamoso y en el tejido testicular, en las células de Sertoli y en las células germinales
indiferenciadas (espermatogonias) de la zona basal de los tubulos seminiferos. Diferentes
estudios publicados posteriormente han confirmado su expresion en estas células no
hematolégicas donde PRDM1 juega un su papel critico durante la diferenciacién celular (118-
120).

Con el objetivo de investigar la posible aplicacién de este nuevo anticuerpo ROS como
marcador diagndstico, se estudio la expresion de PRDM1 en una serie amplia de neoplasias
linfoides humanas B y T mediante IHQ en parafina. Tras analizar un total de 679 casos de
linfomas B y T, se observo que PRDM1 se expresa en la totalidad de las neoplasias derivadas de
célula plasmatica y en los linfomas de célula B con diferenciacion plasmacitica: mielomas
(n=11), plasmocitomas (n=5), linfomas linfoplasmaciticos (n=3) y LDCBG plasmablasticos
(n=15). En todos estos linfomas, PRDM1 se presentaba con un fenotipo CD138-positivo y

BCL6-negativo caracteristico.
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PRDM1 se expresé de forma variable en cerca de la mitad de los LDCBG
convencionales (43%, n=235) y en los linfomas de Hodgkin (41%, n=22). También se detectd
en una porcién de LL.C-B/SLL (15%, n=54) y linfomas foliculares (5%, n=115). No se observé
expresion de PRDM1 en los casos evaluados de linfoma linfoblastico B (n=3), linfomas del

manto (n=52), linfomas de Burkitt (n=21) y linfomas de la zona marginal (n=14).

La expresion de PRDM1 en el 43% de los LDCBG confirma la heterogeneidad de esta
categoria de linfoma. Tal y como describen Hans y sus colaboradores, en LDCBG se pueden
identificar dos subgrupos seglin la expresion de los marcadores (18, 121): BCL6, CD10 y
MUMI1/IRF4. Estos subgrupos se denominan LDCBG de tipo CG y LDCBG de tipo no-CG y
tienen una entidad clinica e histopatoldgica propia; determinan el estadiaje, el prondstico de la
enfermedad y el tratamiento de eleccién (121). Con esto en mente, se investigd la posible
correlacién entre la expresion de PRDM1 y estos marcadores inmunohistoquimicos. En nuestro
estudio, la expresion de PRDM1 no se correlacioné de manera significativa con estos subtipos
de LDCBG. Aunque la mayoria de los casos de LDCBG expresaban MUM1/IRF4 junto a
PRDM1 (68%), se detectaron casos PRDM1-negativos que expresaban MUM1/IRF4 (48%) y
una amplia mayoria de los casos de LDCBG PRDM 1y BCL6 positivos (84%).

Por lo tanto, y a diferencia de las células B normales, los resultados obtenidos en
nuestro estudio en LDCBG indican que, 1a distribucion y 1a expresion de las proteinas PRDMI,
MUMI1/IRF4 y BCL6 estén alteradas. Se pone de manifiesto la complejidad de la regulacién de

la expresion de estos marcadores en neoplasias linfoides B.

En el estudio presentado en esta Tesis Doctoral también se investigd 1a correlacion de la
expresion de PRDM1 y la supervivencia de 146 pacientes con LDCBG. En un anélisis
univariante, la expresion de PRDMI1 se correlacioné significativamente (p<0,05) con una
supervivencia libre de fallo mas corta. Los pacientes que expresaron PRDM1 mostraron
igualmente una tendencia hacia una menor media de supervivencia y de supervivencia libre de

enfermedad, aunque esta diferencia no llegd a ser significativa.

Estudios méas recientes en LDCBG han descrito la presencia de alteraciones en las
funciones de PRDM1 y su implicaciéon en el desarrollo de este tipo de linfomas; dan una
explicacion a la expresion detectada de PRDM1 en determinados casos. En estos estudios se ha

demostrado que PRDM1 se inactiva por un mecanismo clasico de inactivacion de genes
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supresores de tumores, especificamente en los LDCBG de tipo no-CG. Este hecho sugiere que la
inhibicién de la diferenciacién terminal de los linfocitos B tiene un papel central en la
patogénesis de estos linfomas (66, 122). Por otro lado se ha descrito como la represién
transcripcional de PRDM1 mediada por BCL6 provoca un bloqueo de la diferenciacion terminal
en los LDCBG de tipo CG (123). Se ha demostrado ademas como, la presencia de la proteina
PRDMI1p (también detectada por el nuevo anticuerpo ROS), podria indicar una lesién maés
especifica de los LDCBG de tipo no-CG; su expresioén en este tipo de linfomas supone un factor

prondstico desfavorable para supervivencia libre de eventos y supervivencia global (124).

De manera inesperada se detecté una expresién de la proteina PRDM1 en las células H-
RS en el 41% de los casos de linfoma de Hodgkin. Este hallazgo, junto con la observacién de la
expresion de otros marcadores asociados a las células plasmaéticas y a la diferenciacién terminal
de los linfocitos B, podria indicar un origen de las células H-RS asociado a las células B post-

CG, células en una fase avanzada del proceso de diferenciacion terminal.

Es necesario destacar, sin embargo, que en la mayoria de las células de H-RS de los
casos de linfoma de Hodgkin cldsico no se observé expresion de PRDM1 o lo expresaron
débilmente (en el 64% de los casos). Las etapas de diferenciacion de los LDCBG de tipo no-CG
y de los linfomas de Hodgkin cldsico comparten caracteristicas similares como el bloqueo de
esta diferenciacion terminal donde PRDMI1 podria jugar un papel central. Publicaciones
recientes han estudiado la posible alteraciéon de las funciones de PRDMI1 en la patogénesis de
los linfomas de Hodgkin cldsico demostrando que en estas células H-RS, PRDM1 puede estar
regulado de forma negativa por microARNs (miARN) endogenos (miR9 y let-7a) que
interaccionarian directamente con el ARNm de PRDMI1 (125). Aunque los mecanismos
responsables de los altos niveles de microARNs necesitan ser estudiados mas detalladamente, se
cree que este mecanismo evitaria la diferenciaciéon terminal en una fase pre-plasmabléstica
previa a la expresion en altos niveles de la proteina PRDM1. Esta interferencia resultaria un
ventaja para la supervivencia y el crecimiento continuado de las células de H-RS y puede ser
responsable de la patogenicidad en la transformacién de células B post-CG a células de H-RS
(125).

En el presente estudio se identific6 un pequefio subgrupo de LLC-B/SLL. PRDM1-
positivo (15% de los casos). Se ha descrito que la disminuida capacidad de diferenciacién en
LLC-B esta asociada con la represion de la expresion de PRDM1 (126). Aunque existen raros
casos de LLC-B/SLL en los que se describe una sutil diferenciacién plasmacitica, en nuestra

serie, no pudimos asociar esta expresion débil de la proteina PRDMI1 con diferenciacion
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plasmacitica. La expresion de PRDM1 tampoco se correlaciond con la expresion de CD38, con
la presencia del virus de Epstein-Barr, con el indice de mutacién o con diferencias en la
supervivencia de los pacientes con LLC-B/SLL. Por todo ello, consideramos que se necesitan

nuevos estudios que clarifiquen el rol de PRDM1 en esta enfermedad.

Finalmente, aunque la expresion de la proteina PRDM1 se asoci6 principalmente a la
diferenciacion terminal de las células B, se detecté expresion de PRDM1 en un pequefio
porcentaje de células T no-neoplésicas CD3-positivas (estimado en torno al 1% del componente
reactivo de la amigdala). Aunque se ha descrito el posible papel de PRDM1 sobre el control de
la homeostasis en la activacion y en la diferenciacién de los linfocitos T (117, 127, 128), muy

poco es conocido acerca de la expresiéon de PRDM1 en estos linfocitos y en los linfomas T.

Curiosamente, y pese a la escasa expresion de PRDM1 en linfocitos T normales, se
observé expresion de PRDM1 en més de la mitad de los linfomas T anaplésicos de células
grande (56,7%, n=30) y en menor medida en los linfomas T periféricos NOS (27%, n=41), en
linfomas T/NK de tipo nasal (8%, n=12) y en linfomas T angioinmunoblasticos (6%, n=18).
Estos resultados son similares a los obtenidos en estudios posteriores donde evalian ademés
PRDM1 por PCR semicuantitativa en las células de linfomas T obtenidas por microdiseccién
laser (117). En estos estudios destacan el papel de la isoforma PRDMI1p en los linfomas T y,
como su expresion podria ser un factor de peor prondstico, correlacionado con una menor

supervivencia y un estadio de la enfermedad mas desfavorable (117).

El anticuerpo monoclonal, clon ROS, producido y validado en la presente Tesis
Doctoral ha demostrado ser capaz de detectar la proteina PRDM1 por IHQ en parafina. Destaca
el papel critico de PRDMI1 en la diferenciacién del tejido linfoide reactivo y en el desarrollo de

neoplasias linfoides humanas By T.

A nivel diagnéstico, este marcador es especialmente relevante en linfomas
caracterizados por una diferenciaciéon plasmacitica (mielomas, plasmacitomas, linfomas
linfoplasmaciticos, linfomas plasmablasticos de tipo de mucosa oral y LDCBG con morfologia
inmunoblistica). En LDCBG muestra una disociacion entre la expresion y la regulacién mutua
de PRDM1 y MUMI1/IRF4 en células neoplasicas. Por ultimo, en LDCBG de tipo no-CG y en
linfomas T, PRDM1 es ademds un marcador prondstico desfavorable. Estos resultados
convierten al anticuerpo anti-PRDMI, clon ROS en una herramienta de gran valor para la

investigacion basica y aplicada al diagnéstico de las neoplasias linfoides humanas.
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