Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2019; 35 (3): a_1014

Articulo original «

Obtencion de una versién IgG1 de raton del rituximab para detectar la

molécula CD20 humana

Obtaining a mouse 1gG1 version of rituximab to detect the human CD20 molecule

Osmany Harteman Avila® http://orcid.org/0000-0002-7563-3705

Ana Victoria Casadesus Pazos* http://orcid.org/0000-0001-6905-7628

Cristina Maria Mateo de Acosta del Rio* http://orcid.org/0000-0003-2180-9653
Alejandro Lopez-Requena® http://orcid.org/0000-0002-6951-8321

Katya Sosa Aguiar?® http://orcid.org/000-0001-7650-238X

Denise Dorvignit Pedroso* http://orcid.org/0000-0003-2844-4108

Teresita Rodriguez Obaya* http://orcid.org/0000-0002-2918-4267

Mercedes Cedefio Arias* http://orcid.org/0000-0001-7207-2132

Tays Hernandez Garcia® * http://orcid.org/0000-0001-8414-0040

1Centro de Inmunologia Molecular, La Habana, Cuba

*DraC. Tays Hernandez Garcia (tays@cim.sld.cu)

RESUMEN

Introduccion: El rituximab, anticuerpo quimérico que reconoce la molécula CD20 humana, se ha
utilizado en el tratamiento de diversos trastornos linfoproliferativos de células B. Para la
seleccion de los potenciales beneficiarios del tratamiento con rituximab se han desarrollado
técnicas que, mediante el uso de anticuerpos monoclonales, detectan la presencia del CD20 en los
linfocitos de estos pacientes. Objetivo: Obtener y caracterizar un anticuerpo recombinante IgG1
de ratdn especifico para la molécula CD20 humana, que contenga las regiones variables del
anticuerpo rituximab. Metodos: Para la expresion estable del anticuerpo recombinante se empleo

la transduccidn lentiviral de células de embridn de rifion humano (HEK293). La caracterizacién
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inmunoquimica del anticuerpo se realizd por la técnica de Western Blot y su capacidad de
reconocimiento de la molécula CD20 humana se evalué por citometria de flujo e
inmunohistoquimica. Resultados: Se obtuvo el anticuerpo 1F5 que reconoce, por citometria de
flujo, la molécula CD20 en lineas celulares humanas de origen linfoide, asi como en células de
sangre periférica de humanos sanos y pacientes con trstornos linfoproliferativos de células B. Sin
embargo, la técnica de inmunohistoquimica solo permitié detectar con este anticuerpo la
molécula CD20 en tejidos frescos, no asi en los embebidos en parafina. Conclusiones: Este
trabajo sugiere las potencialidades del uso del anticuerpo 1F5 para las mediciones de la expresion
de CD20 por citometria de flujo en pacientes con leucemias B o linfomas B avanzados en fase de
leucemizacion. Esto complementaria los estudios para la seleccion apropiada de pacientes para el
tratamiento con el rituximab.

Palabras clave: anti-CD20; citometria de flujo; inmunohistoquimica; leucemia, linfoma no

Hodgkin, rituximab.

ABSTRACT

Introduction: Rituximab, chimeric antibody specific for human CD20 molecule, has been
widely used in the treatment of several B-cell linfoproliferative disorders. For the selection of
patients with the greatest potential to benefit from the therapy with rituximab, a number of
techniques using monoclonal antibodies have been developed to detect the CD20 molecule.
Objective: To obtain and to characterize a mouse 1gG1 recombinant antibody, specific for human
CD20, that contains the variable regions of rituximab.Methods: The lentiviral transduction of
human embryonic kidney cells (HEK293) was used for the stable expression of the recombinant
antibody. The immunochemical characterization of the antibody was performed by Western Blot
and the recognition of CD20 was evaluated by immunohistochemistry and flow cytometry.
Results: We generated the antibody 1F5, able to recognize by flow cytometry the CD20 molecule
expressed on lymphoid human cell lines, as well as peripheral blood mononuclear cells from
healthy donors and patients with B-cell lymphoproliferative disorders. However, 1F5 antibody
detected the CD20 molecule on fresh tissues, but not on formalin-fixed paraffin embedded
tissues,by immunohistochemistry. Conclusions: This work suggests the potential use of 1F5

antibody for the measurement of CD20 expression by flow cytometry in patients with B-cell
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leukemias or B-cell lymphomas in phase of leukemization. This could complement the studies to h

ensure the appropriate selection of patients for the treatment with rituximab.

Keywords: anti-CD20; flow cytometry; immunohistochemistry; leukemia, Non Hodgkin

lymphoma; rituximab
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INTRODUCCION

El uso de los anticuerpos monoclonales (AcMs) contra las células neoplasicas representa una de
las estrategias inmunoterapéuticas mas importantes para el tratamiento de diversos trastornos
linfoproliferativos como el linfoma no Hodgkin (LNH) y la leucemia linfocitica crénica (LLC).
Un ejemplo sobresaliente lo constituye el anticuerpo rituximab (Rituxan/Mabthera®), el cual es
especifico por la molécula CD20 humana, proteina no glicosilada expresada fundamentalmente
en la superficie de los linfocitos B. (Y En algunas células B tumorales, esta molécula presenta una
expresion incrementada, lo que la convierte en un blanco atractivo para el diagndéstico y la
terapia. Aunque se ha extendido el uso del rituximab al tratamiento de los trastornos autoinmunes
como la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico y la esclerosis multiple; los trastornos
linfoproliferativos siguen siendo el nicho clinico mas abordado hasta el momento. ¢34

Para la seleccién de los pacientes oncoldgicos potencialmente beneficiarios del tratamiento con
rituximab, se han desarrollado técnicas que, mediante el uso de AcMs, detectan la presencia de
CD20 en sus linfocitos. Entre estos anticuerpos el mas utilizado en inmunohistoguimica (IHQ) es
el L26 (DAKO, Carpinteria, USA), que reconoce un epitopo intracitoplasmatico de la molécula
CD20, diferente al reconocido por el rituximab, y otros anticuerpos empleados en citometria de
flujo (CMF), los cuales se unen especificamente al dominio extracelular del mismo blanco. El

seguimiento de la expresion de CD20 es de gran importancia, sobre todo, considerando que la
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pérdida de la expresion de esta molécula en células B neoplésicas podria ser unas de las causas de
ausencia de respuesta al tratamiento con rituximab. ©)

Por este motivo, disponer de un anticuerpo para la deteccion de la molécula CD20 que comparta
el mismo epitopo del rituximab seria ventajoso para una seleccién optima de los pacientes que
pudieran beneficiarse realmente con este tratamiento. En el presente trabajo se propuso la
generacion de un anticuerpo de raton con idéntica especificidad epitopica que el rituximab, para
la evaluacion de la expresion de CD20 en células B malignas. De esta manera, se disefid una
variante recombinante de rituximab con idénticas regiones variables y regiones constantes

y1/kappa de raton, empleando la tecnologia de transduccion lentiviral para su expresion.

METODOS

Lineas celulares
Para la expresion estable del anticuerpo recombinante se emplearon células HEK293. La
expresion transitoria y la obtencién de particulas transductoras lentivirales se hicieron en
HEK293T. Estas células y las lineas de linfoma de Burkitt, Ramos, Raji y Daudi, asi como la
linea de linfoma de células T Jurkat se obtuvieron de la Coleccion Norteamericana de Cultivos
Tipo (ATCC, sigla del inglés American Type Culture Collection, Rockville, MD). Todas las
células se cultivaron a 37°C, en atmosfera de 5 % de COz. El cultivo de los transfectomas y las
células HEK293, HEK293T, Raji y Daudi se realiz6 en medio DMEM-F12 (Paisley, Reino

Unido). Las células Ramos y Jurkat se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco).

AcMs

Se emplearon los AcMs: rituximab (Roche, Basilea, Suiza); el AcM humanizado R3h (IgG1/s,
humanas) que reconoce especificamente el receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano; el AcM 1E10 (IgG1/«, de raton) que es un anti-idiotipo del AcM P3 (anti-gangliosidos
N-glicolilados); y el AcM 4G9 (IgG1/y, de ratén) que es un anti-idiotipo del AcM 14F7 (anti-
gangliésido GM3).
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Construcciones genéticas para la expresion del anticuerpo recombinante anti- h

CD20
A partir de los constructos VKCKRx-pcDNA3 neo y VHCHRXx-pcDNA3 neo se aislaron por

digestion enzimatica EcoRV/Xbal los genes de las cadenas ligera y pesada del AcM
recombinante anti-CD20, de ratdn. Estos fragmentos se insertaron en el vector pLW-CMV, para
obtener las construcciones pLW-CMV-VKCKRx y pLW-CMV-VHCHRX. La insercion de las
bandas se identificd por restriccion enzimatica y se comprobd por secuenciacion automatica,

empleando el servicio de la empresa Macrogen (Geumchun-gu, Seul, Corea del Sur).

Transduccion lentiviral

Para la obtencién de las particulas transductoras se usaron como células empaquetadoras las
HEK?293T, las cuales se transfectaron simultaneamente con los tres plasmidos auxiliares pLPI,
pLPIl y pLP/VSV-G y el plasmido de transferencia pLW-CMV-VKCKRX, portador del gen que
codifica la cadena ligera, o el pLW-CMV-VHCHRX, portador del gen de la cadena pesada. Las
particulas transductoras se cuantificaron mediante el uso de un estuche comercial DAVIHp24,
que detecta la molécula p24, del virus de la inmunodeficiencia humana 1 (LISIDA, La Habana,
Cuba).

La transduccion se hizo sobre células HEK293, siguiendo un protocolo descrito anteriormente
para la generacion cepas de CHO-K1 secretoras de anticuerpos recombinantes.® La expresion
del AcM se evalud en el sobrenadante de cultivo a las 72 h post-transduccion, mediante un
ELISA de deteccion de inmunoglobulinas de ratén y la poblacion celular se fragmentd y sembré
en una placa de 96 pozos. Doce dias después se evaluaron los sobrenadantes para determinar la
presencia de inmunoglobulinas de raton. Se seleccionaron los grupos de células de mayor
expresion y se transfirieron a placas de 24 pozos, donde se incubaron por 10 dias. Entonces, se
colectd el sobrenadante y se determind la concentracion de inmunoglobulinas recombinantes.
Para lograr la homogeneidad de la poblacion, las células transducidas se aislaron dos veces por

dilucion limitante.

Purificacion de anticuerpos
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El AcM recombinante de ratdn se purificé por cromatografia de afinidad en matriz de proteina A-
Sefarosa (GE Healthcare, Piscatawey, NJ) a partir de sobrenadante de cultivo de las células
transducidas. La columna se equilibrd con soluciéon tampoén glicina 0.1 M, NaCl 3M, pH 8,9. Se
aplico el sobrenadante y posteriormente se lavd con la solucion anterior. EI AcM se eluy6 con
una solucion de acido citrico 0,1 M, pH 4,5 y se dializd durante 24 horas en solucién salina
tamponada con fosfatos (SSTF). La concentracién se determind por absorbancia a 280 nm.

Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Los geles desnaturalizantes se prepararon a una concentracion final de poliacrilamida de 7,5 % y
12,5 %, para condiciones no reductoras y reductoras, respectivamente. Se aplicaron 10 ug de
anticuerpo purificado en cada pocillo y las bandas correspondientes a los productos resueltos se
visualizaron mediante tincion con azul brillante de Coomasie (Sigma-Aldrich, Munich,

Germany).

Acoplamiento de los anticuerpos a biotina
La solucion de anticuerpo a 1 mg/mL se incubd con 100 pg/mL de biotina N-hidroxisuccinimida
(Sigma-Aldrich), en tampén borato (0,1 M, pH 8,8) por 4 h, a temperatura ambiente y en la
oscuridad. La reaccidn se detuvo con la adicion de 20 pg/mL de NH4CI 1 M. A continuacién, las

soluciones se dializaron contra solucion salina tampén fosfato (SSTF).

Ensayos de CMF

En todos los ensayos de CMF los conjugados se usaron a las concentraciones sugeridas por los
fabricantes. Los analisis se llevaron a cabo empleando un citometro de flujo FACScalibur
(Becton Dickinson, Mountain View, CA). Las muestras se caracterizaron en cuanto a la
intensidad de fluorescencia emitida por los fluoréforos y en cuanto a la granulosidad y al tamafio
de las células. Los datos obtenidos se analizaron empleando el programa FlowJo version 5.7.2.

En cada medicion se adquirieron 10* células. Los experimentos se repitieron tres veces.
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Aislamiento de las células mononucleares periféricas (CMP) de sangre

humana

La sangre humana utilizada se obtuvo del Banco de Sangre del Centro de Investigaciones
Médico-Quirurgicas (CIMEQ, La Habana, Cuba) (donante sano) o de pacientes diagnosticados
con LNH. Se colectaron 10 mL de sangre en tubos BD VacutainerTM (Becton Dickinson) que
contienen heparina, y se diluyeron en igual volumen de SSTF. La sangre diluida se afiadi6 a 1/3
del volumen de Ficoll-PaqueTM PLUS (Amersham Pharmacia Biotech AB, NJ), y se centrifugo
por 20 min a 2 000 rpm, a 25°C. Las células contenidas en la interfase se lavaron con SSTF y se
centrifugaron durante 5 min a 1 200 rpm. Finalmente, se resuspendieron en SSTF-suero AB
(SAB) a una densidad de 106 células/mL.

Reconocimiento de las lineas celulares humanas
Las células Ramos, Raji, Daudi y Jurkat (2x10° células) se incubaron con los AcMs acoplados a
biotina (10 pg/mL) a 4°C, durante 30 min. A continuacion, se lavaron con SSTF y se
centrifugaron por 2 min, a 2 000 rpm. Posteriormente, se incubaron en iguales condiciones con
una preparacion de estreptavidina conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC, acrénimo del
inglés fluorescein isothiocyanate; Dako, Glostrup, Dinamarca). Después del lavado las muestras

se resuspendieron en 200 pL de SSTF.

Reconocimiento de linfocitos B humanos
Se incubaron 5x10° CMP a 4°C, por 30 min, con los anticuerpos acoplados a biotina, a 10 pg/mL.
Posteriormente, se incubaron en iguales condiciones con estreptavidina conjugada a ficoeritrina
(PE, sigla del inglés phycoerythrin) (BD Pharmingen, San Diego, CA) para detectar la union de
los anticuerpos, y un AcM a anti-CD19 humano conjugado a FITC (BD Biosciences

Pharmingen, NJ), para la identificacion de las células B.

Reconocimiento de la molécula CD20 por IHQ
Los cortes de tejidos frescos y embebidos en parafina se obtuvieron a partir de las amigdalas de

donantes humanos (hospital CIMEQ) y se prepararon de acuerdo con los procedimientos de
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referencia. Los cortes se incubaron a temperatura ambiente con el AcM recombinante anti-CD20,
y se usé como control positivo el AcM comercial L26 (DAKO, Carpinteria, USA). Para la
visualizacion de la reaccion antigeno-AcM se utilizo el complejo polimero—peroxidasa—anti raton
(Dako) y el revelado se efectué con el cromogeno diaminobencidina (DAB+; Dako). La
visualizacion y captura de las imégenes obtenidas se realizaron en un microscopio 6ptico con

camara acoplada (Olympus BX51, Japon).

RESULTADOS

Obtencidn del AcM recombinante anti-CD20 por transduccion lentiviral
Por técnicas de ingenieria genética se obtuvieron las construcciones codificantes de las cadenas
ligera y pesada del AcM recombinante de raton especifico por la molécula CD20 humana, las
cuales se comprobaron por secuenciacion automatica. Estas se usaron, junto a los vectores
auxiliares, en la transfeccién de las células HEK293T empaquetadoras. Con este procedimiento
se obtuvieron preparaciones con titulos de 1.05 x 108 y 5.6 x 10° de particulas lentivirales
funcionales por mililitro ((pvf)/mL) de Lv-VKCKRx y Lv-VHCHRYX, respectivamente (datos no
mostrados). Posteriormente, se realizé la transduccion lentiviral y las células HEK293
genéticamente modificadas se clonaron por dilucion limitante hasta obtener transductomas
secretores del AcM recombinante anti-CD20, de ratén, con niveles de expresion de hasta 40

pg/mL en cultivo estacionario, medidos por ELISA (Fig. 1).

e
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Fig. 1- Niveles de expresion del anticuerpo recombinante anti-CD20 por diferentes clones de células
HEK?293 transducidas.

Caracterizacion del AcM recombinante anti-CD20 producido en las células
HEK?293

Para la expresion y purificacion del AcManti-CD20 se seleccioné el transductoma 1F5, con el
mayor nivel de expresion en cultivo estacionario (Fig.1). El anticuerpo, a partir de ahora
identificado de igual manera que el transductoma que lo produce (1F5), se purifico a partir del
sobrenadante de cultivo, por cromatografia de afinidad con proteina A. El analisis por SDS-
PAGE en condiciones no reductoras del producto obtenido demuestra la integridad del anticuerpo
(Fig. 2A), en tanto las condiciones reductoras del experimento evidenciaron la presencia de
ambas cadenas de la molécula recombinante, con una migracion correspondiente a las tallas
esperadas (Fig. 2B). Los patrones de migracion de las diferentes bandas en la electroforesis
fueron semejantes a las del AcM4G9, también de isotipo 1gG1 de ratdn y por ende, de similar
talla.
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Fig. 2. Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) del
anticuerpo 1F5 purificado.
A) Condiciones no reductoras (7,5 % de poliacrilamida); B) Condiciones reductoras (12,5 % de poliacrilamida).
Carril 1: 1F5 purificado, carril 2: AcM 4G9. PPM: patrén de peso molecular de amplio rango (A) y estrecho rango

(B).

Reconocimiento de la molécula CD20
CMF

Para evaluar el reconocimiento de la molécula CD20 humana por el AcM 1F5, se hicieron
ensayos de CMF usando diferentes lineas celulares humanas, y el AcM rituximab, como control
positivo. Como se muestra en la figura 3, el anticuerpo obtenido reconocio las células Ramos,
Raji y Daudi, que expresan dicha molécula. La intensidad del reconocimiento del 1F5, al igual
que el rituximab, dependi6 de la linea celular en estudio, lo que pudo asociarse a los distintos
niveles de expresion del CD20 humano. EI mayor nivel de reconocimiento correspondio a la linea
Ramos, y le siguieron la Daudi y Raji, en ese orden. Como se esperaba, no hubo diferencias
apreciables en la intensidad de la sefial al comparar ambos AcMs entre si. Como control negativo
del experimento se empled la linea celular Jurkat, que no expresa la molécula CD20 humana.
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Fig. 3- Reconocimiento de lineas tumorales humanas por el anticuerpo 1F5. Se incluyen las intensidades

medias de fluorescencia en cada caso. Los resultados son representativos de tres ensayos realizados.

Posteriormente, se extendiod la evaluacion del reconocimiento de esta molécula a los linfocitos de
donantes humanos sanos y pacientes con trastornos linfoproliferativos de células B. El rituximab
se usé como control positivo del experimento y los linfocitos B se identificaron por el marcaje
con el AcM anti-CD19 conjugado a FITC.

El ensayo de CMF demostrd que el 1F5 es capaz de reconocer a los linfocitos B de sangre
periférica de un donante sano (Fig. 4A). Igualmente, se demostré la union a los linfocitos
obtenidos de igual fuentey procedentes de tres pacientes con LNH. En todos los casos, mas del 90
% de las células B fueron reconocidas por el AcM1F5 (Fig. 4 B-D). Como se aprecia en la figura,
los tres pacientes no presentaron igual porcentaje de células B en sangre periférica, lo que pudiera
estar en concordancia con la alta heterogeneidad de los diferentes trastornos de células B
agrupados en la categoria de LNH y las diferentes fases de la enfermedad. Se distinguen, ademas,
diferencias entre los niveles de expresion de la molécula CD20 en los linfocitos B de los distintos
pacientes.
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Fig. 4. Reconocimiento de linfocitos B humanos por el anticuerpo 1F5. (A) Células de un donante sano.

(B-D)- tres pacientes con linfoma no Hodgkin.

IHQ
La IHQ es una técnica muy utilizada para caracterizar diversos trastornos linfoproliferativos. La
unién del 1F5 a la molécula CD20 presente en los tejidos se evalu6 por este método en cortes de
muestras congeladas de amigdalas humanas, donde se observé un intenso marcaje folicular y
escaso marcaje interfolicular, similar al obtenido por el control positivo (AcML26) (Fig. 5 Ay
B). Sin embargo, la evaluacién de dichas muestras sobre el mismo tejido fijado con formalina y
embebido en parafina, no mostr6 sefial de reconocimiento con el AcM1F5 (Fig. 5 Cy D), a

diferencia del AcM L26.
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Tejido en Fresco

Fig. 5- Reconocimiento de la molécula CD20 en tejidos por el anticuerpo 1F5. Los cortes frescos de
amigdala humana, o embebidos en parafina, se marcaron con: A) y C): anticuerpo 1F5; B) y D):
anticuerpo L26.

F: Foliculos. Las flechas indican el marcaje interfolicular. Observado con lentes a 40X.

DISCUSION

En Cuba se introdujo hace varios afios el uso del rituximab para el tratamiento de los pacientes
con trastornos linfoproliferativos de células B como el LNH y la LLC. Incluso, para facilitar el
acceso de los pacientes cubanos a este medicamento, el Centro de Inmunologia Molecular (CIM)
desarrollé un AcM biosimilar al rituximab, el 1B8,") ya registrado en nuestro pais. En
consecuencia, el CIM decidi6 obtener una inmunoglobulina recombinante capaz de reconocer la
molécula CD20 en los linfocitos B, como lo hace el rituximab y que pudiera ser utilizada para
evaluar la expresion de este marcador celular. Para ello, se generé una version recombinante

IgG1 de ratén, de dicho AcM. Esto se logré mediante la ingenieria genética y el método de
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transduccion lentiviral, el cual se ha descrito como una metodologia que permite la obtencidn de
clones celulares con mayores productividades que los métodos comunes de transfeccion.

Mientras en los linfocitos B malignos de la LLC los niveles de CD20 son moderados, diferentes
investigaciones han confirmado que en la mayoria de los linfomas B, el antigeno CD20 se
expresa en una densidad mayor. Sin embargo, la presencia y la intensidad de la expresion varia
segun el tipo de linfoma y el estado de diferenciacion de las células B.® Incluso, se han
encontrado variaciones en la expresion entre pacientes de una misma enfermedad. Este aspecto
resulta de medular importancia para el disefio de terapias contra este blanco, como el caso del
rituximab. En ese sentido, varios trabajos han evidenciado que la respuesta clinica al rituximab se
relaciona con el grado de expresion de CD20, con peores resultados en aquellos pacientes con
bajos niveles de esta molécula con respecto a los que exponen niveles superiores en la superficie
celular .©

Aunque en el presente trabajo el AcM1F5 reconocié el CD20 en los cortes criogénicos de
amigdalas de manera similar al L26, AcM muy utilizado en la préctica clinica para la deteccién
de esta molécula, no fue capaz de identificarla en cortes histoldgicos de este tejido fijado con
formalina y embebido en parafina. Esto es consistente con el marcaje negativo por el AcM
rituximab, en iguales condiciones (datos no mostrados). Estos resultados pudieran deberse al
enmascaramiento o pérdida irreversible del epitopo reconocido por ambos AcMs, debido al
proceso de fijacion. Este epitopo, en particular, se ubica en el dominio extracelular de la molécula
CD20 y se ha descrito los residuos alanina 170 y prolina 172 de este son fundamentales para la
union del rituximab.“? Esto representa una desventaja en el uso del AcM 1F5 en IHQ respecto
al AcML26, por cuanto este Ultimo detecta un epitopo resistente al procesamiento del tejido y
permite su uso rutinario en tejidos fijados y embebidos en parafina. ‘%

La CMF es otra técnica a través de la cual se puede realizar inmunofenotipaje y que también se
ha empleado en el estudio de los trastornos linfoproliferativos B. Mediante su uso, se demostro
que el AcCM1F5 es capaz de reconocer a la molécula CD20 no solo en lineas celulares que la
expresan, sino también en linfocitos B de sangre periférica de donantes sanos y de pacientes con
LNH. Incluso, se probdé su capacidad, similar a la del rituximab, de discriminar entre los
diferentes niveles de expresion, tanto en lineas celulares, como en las células de los pacientes

estudiados. El grado diferencial de union a las lineas celulares se corresponde con lo publicado
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por Cardarelli et al, que demostraron que el rituximab reconoce con mayor intensidad a la linea
celular Ramos y después a la Daudi y Raji, en ese orden. “? En el caso de los linfocitos de los
pacientes se observaron distintos perfiles de reconocimiento, debido a las diferencias en la
magnitud y la homogeneidad de la expresion de CD20, dentro de la poblacion de linfocitos B.
Esto es consistente con reportes que describen una expresion heterogénea de la molécula CD20
en las diferentes manifestaciones de linfomas de células B. ®

Aunque las muestras evaluadas por CMF provenian de pacientes con LNH y donantes sanos, los
resultados de esta técnica sugieren la potencial aplicacion del 1F5 en la evaluacion de la
expresion de CD20 en pacientes con LLC, donde los linfocitos B malignos estan mas disponibles
en el flujo sanguineo. El rituximab se ha usado menos extensamente en la LLC respecto a los
LNH, pero en la actualidad figura entre las variantes de primera linea de terapia para este tipo de
trastorno linfoproliferativo B.(314)

En el caso de pacientes con LNH, tendria valor el uso del IF5 por CMF en sangre periférica, solo
si los pacientes se encuentran en fase de leucemizacion. No obstante, comprobadas las
capacidades del 1F5 de reconocer la molécula CD20 por la mencionada técnica se pudiera,
ademas, sugerir su uso para la identificacion de esta molécula en suspensiones celulares
obtenidas a partir de biopsias de ganglios linfoides. Diversas investigaciones han evidenciado que
la CMF empleada en el andlisis de suspensiones celulares frescas de este tejido, provenientes de
pacientes con linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), es mas sensible en la deteccion de
cambios en la expresion de CD20 que la IHQ del mismo tejido fijado. Lo anterior se debe
probablemente a la menor resolucion dinamica que tiene la IHQ.(%

En resumen, el ACM1F5 se convierte en una herramienta valiosa para la deteccién de la molécula
CD20 humana. Especificamente, se valorad la utilidad del uso de la CMF con el anticuerpo 1F5
en la evaluacion de pacientes con LLC o con LNH en fase de leucemizacion. Adicionalmente, se
reconoce su uso potencial en la deteccion de la molécula CD20 en estadios méas tempranos de
cualquier linfoma B, a través de la CMF en suspensiones celulares de ganglios linfoides. Lo
anterior no niega el empleo de este AcM en IHQ para analizar la expresion de CD20, pero supone
un complemento a dicha técnica en la determinacion de los posibles beneficiarios de la terapia

con rituximab, o incluso, el biosimilar 1B8.
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