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RESUMEN

Los retrovirus endégenos humanos (HERVs por su sigla en inglés) son remanentes
genéticos de infecciones retrovirales ancestrales de la linea germinal que han sido
transmitidos de generacion en generacion hasta nuestros dias. Alrededor del 8% de nuestro
genoma estéd constituido por este tipo de elementos. HERV-K (HML-2) es la familia de
retrovirus endégenos mas joven en el genoma humano y por lo tanto la mas preservada
genéticamente. Varias evidencias reportan un aumento de expresion tanto a nivel
transcripcional como traduccional de los HERVs en una gran variedad de canceres entre los

cuales se encuentran leucemias y linfomas.

Recientemente se han encontrado cientos de provirus de HERV-K distribuidos en las
regiones centroméricas de al menos 15 cromosomas humanos denominados “K111”. La
compleja organizacion de los centrémeros humanos compuestos fundamentalmente por
secuencias repetitivas, principalmente los elementos repetidos alfa, asi como cientos de
K111 insertos en ellos, hacen que el acceso a la informaciéon de los centrémeros sea un
verdadero desafio. Esto es aln mas interesante si se considera a los centromeros como los
loci cromosomales esenciales para la segregacion de los cromosomas y la estabilidad del

genoma.

Utilizando como modelo de estudio una patologia hemato-oncol6gica como es la
leucemia linfoide crénica (LLC) y con el fin de contribuir a su conocimiento, el objetivo
principal de la presente tesis consistié en estudiar una posible asociacion entre los HERVs y
la LLC. Asimismo se prosiguié al disefio y puesta a punto de una metodologia cuantitativa
gue nos permita acceder a informacién sobre el arreglo centromérico de los repetidos alfa en
un modelo de linea celular de LLC en comparacién con muestras provenientes de donantes

sanos.

Los resultados de esta tesis reportan una sobreexpresion del gen np9 producido por el
HERV-K en la mayoria de las muestras analizadas de pacientes con LLC respecto a las
muestras de donantes sanos. Del mismo modo se observo que la sobreexpresion de np9 no
esta directamente relacionada con una sobreexpresion del proto-oncogén celular c-myc.
Finalmente, el estudio de los centrémeros reveld una reduccion significativa del namero total

de retrovirus endégenos (K111) asi como también diferencias (ganancia o pérdida) en el



namero de repetidos alfa de determinados cromosomas en el modelo de linea celular CLL-

AT al compararse con muestras de humanos sanos.

El presente estudio constituye el primer reporte del aumento de la expresion del gen
np9 de HERV-K en muestras de sangre periférica de pacientes con LLC y propone un nuevo
abordaje experimental para acceder al estudio de la estructura de los centromeros en forma

cromosoma-especifica.



SUMMARY

Human endogenous retroviruses (HERVS) are genetic remnants of ancient retroviral
infections of the germline that have been transmitted overs generations to modern days.
About 8% of our genome consists of these elements. The HERV-K (HML-2) family is the
youngest retroviral family in the human genome and, is therefore, the most genetically
preserved. A considerable amount of studies have reported evidence of increased
expression of HERVs at the transcriptional and translational level in a variety of human

cancers including leukemias and lymphomas.

Recently, hundreds of HERV-K proviruses have been found distributed in the
centromeric regions of at least 15 human chromosomes and were designated "K111". The
complex organization of the repetitive sequences that compose the human centromeres,
mainly alpha repeats and K111 insertions within them, makes the study of centromeres a
real challenge. This is even more interesting when we consider the centromeres as the

chromosomal loci responsible for chromosome segregation and genome stability.

Using the hematoncological disease, chronic lymphocytic leukemia (CLL), as a study
model, the main goal of this project was to study the expression level of certain genes of
HERV-K and its possible association with the CLL, as well as the development of a
methodology to gain insight into the centromeric structure of alpha repeats in a CLL cell line

model compared to samples from healthy donors.

The results in this study show an over-expression of the putative oncogenic gene np9
of HERV-K in most CLL samples with respect to samples from healthy individuals, and
further note that this over-expression of np9 is not directly related to an over-expression of
the cellular proto-oncogene c-myc. The centromere study reveals a significant reduction of
the total number of endogenous retroviruses (K111), as well as a significant difference (gain
or loss) in the number of alpha repeats in certain chromosomes for the cell line model CLL-
AT.

This thesis constitutes the first report of an over-expression of the np9 gene of HERV-K in
CLL, and provides a new experimental methodology to obtain interesting information about

centromeres in human chromosomes.



1. MARCO TEORICO

1.1. Elementos Transponibles en el genoma humano

Uno de los hallazgos mas sorprendentes que surgid a partir del conocimiento de la
secuencia completa del genoma humano, fue la gran cantidad de elementos transponibles
(TEs) que este alberga, los cuales son conocidos también como “genes saltadores”. Cerca
de la mitad de nuestro genoma ("45%) esta compuesto por este tipo de elementos (Downey
R, et al., 2014). Esta contribucion se vuelve alin mas interesante si se tiene en cuenta que
tan solo el 1,5% de nuestro genoma estd compuesto por regiones que codifican para
proteinas (Cordaux & Batzer, 2009).

Los TEs se pueden separar en dos clases principales: los transposones de ADN y los
retrotransposones. Estos Ultimos se replican a través de un ARN intermediario para luego
insertarse en posiciones nuevas del genoma. Los retrotransposones pueden ser subdivididos
en dos grupos que se distinguen por la presencia 0 ausencia de repetidos terminales largos
(LTRs por su sigla en inglés). Los no-LTR-retrotransposones incluyen los elementos LINE-1
(elementos intercalados largos tipo 1), Alu y elementos SVA (conformados por regiones de
elementos intercalados cortos que se abrevian SINE, un ndmero variable de repetidos en
tdndem, y regiones tipo Alu). En conjunto, los no-LTR-retrotransposones ocupan
aproximadamente un tercio del genoma humano. Por otro lado, los retrotransposones con
LTRs se tratan de secuencias de retrovirus endégenos humanos (HERVS) y se estima que
los mismos ocupan alrededor del 8% de nuestro genoma (ver Fig. 1) (Cordaux & Batzer,
2009).



no-LTR-
retrotransposones

L1 (16,9%)

retrotransposones ALDN Transposones
8,3% 28%

Figura 1. Contenido de elementos transponibles (TEs) en el genoma humano. Cerca del 45% del genoma
humano puede ser reconocido como derivado de TEs, la mayoria de los cuales son no-LTR-retrotransposones
como los LINEs (L1), elementos Alu y elementos SVA. Una porcion del 8% de nuestro genoma esta constituida
por LTR-retrotransposones los cuales derivan de secuencias provirales de retrovirus enddgenos humanos
(HERVs). Figura modificada de Cordaux & Batzer, 2009.

1.2. Retrovirus endoégenos humanos (HERVS)
1.2.1. Definicion y caracteristica generales

Los retrovirus enddégenos humanos son remanentes genéticos de infecciones retrovirales
ancestrales en la linea germinal, que se integraron en el genoma celular desde hace ~2 a 40
millones de afos atras, y han sido transmitidos de generacion en generacion hasta nuestros
dias. Los progenitores de estos retroelementos fueron retrovirus exdégenos que infectaron
células gametos, volviéndose subsecuentemente enddégenos y por lo tanto, sujetos a las
leyes de herencia Mendeliana (Downey R, et al., 2014; Lower R, et al., 1996). El genoma
humano y el genoma de otras especies de vertebrados que contienen retrovirus endégenos
pueden entonces ser reconocidos como museos de retrovirus ancestrales (Hohn O, et al.,
2013).

Los HERVs existen en el genoma en formas provirales (genoma de ADN viral integrado en el
genoma de ADN celular) y comparten la estructura genémica universal de todos los
retrovirus: 5'LTR- gag- pro- pol- env- 3'LTR. Sus principales marcos de lectura abiertos

(ORFs por su sigla en inglés) codifican poliproteinas virales las cuales, luego de sufrir

5



modificaciones post-traduccionales, conforman las proteinas estructurales y enzimaticas
fundamentales de los retrovirus tales como la transcriptasa reversa (producto de expresion
del gen pol) o la proteina de envoltura (producto del gen env). Los LTRs flanquean los
extremos 5 y 3" del provirus, y cumplen importantes funciones reguladoras para la
transcripcion y poliadenilacion del ARN transcripto (Bannert & Kurth, 2004; Downey RF, et
al., 2014). Algunos HERVs han pasado por multiples eventos de amplificacion (duplicacion y
recombinacion), de modo que se han ido generando miles de secuencias retrovirales,
parciales o completas, dispersas por todo el genoma del hospedero. Algunas de estas
secuencias mantienen la estructura proviral completa, mientras que muchas otras son
defectivas y han perdido la capacidad individual de replicarse debido a la acumulacién de
mutaciones adquiridas durante el tiempo (Sentis C, 2002). La inmensa mayoria se trata de
LTRs solitarios (también denominados “solo LTRs”) originados por recombinaciéon de los
LTRs 5" y 37, en donde los genes internos han sido removidos. Los solo LTRs aun preservan

la capacidad reguladora (Hughes & Coffin, 2004).

Si bien no existe una taxonomia integrada de virus enddégenos y exdgenos, los HERVs se
han subdividido en 3 clases en base a su similitud de secuencia con los diferentes géneros
en que se han clasificado los retrovirus exégenos. Los HERVs que se agrupan
filogenéticamente junto con el grupo de los gammaretrovirus son los denominados de clase |
(incluye HERV-W y HERV-H entre otros subgrupos). Los que se agrupan junto con los
betaretrovirus son los denominados de clase Il (incluye HERV-K), y los que se agrupan con
los spumavirus son los denominados de clase Il (incluye HERV-L y HERV-S). La mayoria de
estos virus son de cualquier manera muy diferentes al género retroviral asignado (Griffiths
DJ, 2001). Los HERVs clase | y Ill son los grupos mas ancestrales y se encuentran
presentes a lo largo de todo el linaje de los primates, mientras que los HERVs de Clase Il se
encuentran restringidos a Chimpancés y Humanos. Algunos subgrupos dentro de los HERV-
K (de clase IlI) son especificamente humanos lo que indica que fueron integrados en el
genoma dentro de los ultimos 5 millones de afios de evolucion (Medstrand & Mager, 1998)
(ver Fig. 2).
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Figura 2. Dendograma sin raiz representativo de los siete géneros de retrovirus exdégenos y las tres clases
de retrovirus endoégenos. Andlisis filogenético sin raiz del gen pol por el método neighbor joining (NJ) (consenso
500 bootstrap) de los siete géneros retrovirales: alfa, beta, gamma, delta, epsilon, lenti y spuma-virus, y de los
retrovirus endogenos (representados en color celeste). En la periferia se indica a que clase pertenecen los

HERVSs agrupados con los diferentes géneros de retrovirus. Figura modificada de Jern P, et al., 2005.



1.2.2. Familia de Retrovirus Endégenos Humanos tipo K (HERV-K)

Dentro de la clase Il de HERVs se encuentra la familia de los HERVs tipo K (HERV-K). Esta
representa la familia de retrovirus endégenos mas jévenes incluyendo miembros
recientemente integrados en el genoma humano y por ende es la mas preservada
genéticamente. A su vez, esta constituye la familia de HERVs bioldgicamente més activa. La
designacion “K” proviene del uso de un ARN de transferencia con una Lisina (ARNt-K) para

primar la transcripcion reversa (Hohn O, et al., 2013).

Esta familia estd compuesta por 11 subgrupos (HML-1 al HML-11). Uno de estos subgrupos,
el HML-2, ha sido sujeto a una intensa investigacion dado que mantiene sus secuencias
provirales completas o casi-completas conservando los ORFs para todas las poliproteinas
virales. Algunos provirus de HML-2 son especificos de humanos, lo cual indica eventos
independientes de integracién posteriores a la divergencia de humanos-chimpancés (~4-6
millones de afios atras) e incluso dentro de los humanos modernos (Barbulescu M, et al.,
1999; Downey RF, et al., 2014). Esta clase de HERV-K (HML-2) es considerada el grupo de
estudio mas interesante en términos de potencial actividad oncogénica (Subramanian RP, et
al., 2011).

Hasta la fecha se reporta que HML-2 es representado en el genoma por 91 provirus de
secuencia completa (Subramanian RP, et al., 2011) y mas de 2500 secuencias “solo LTRs”
(Hughes & Coffin, 2004). El mecanismo de integracién de HML-2 en el ADN humano produce
una marca de 5-6 pares de bases idéntica en cada extremo del provirus (en inglés a esta
marca se la denomina “target site duplication” o TSD). Se ha reportado la presencia de
provirus hibridos, por contener diferentes TSD en sus extremos, y este hecho podria ser una
evidencia de eventos de recombinacion homdloga entre diferentes provirus de HML-2

integrados en el genoma humano (Hughes & Coffin, 2005).
1.2.3. Estructura de un provirus de HERV-K

Los miembros de la familia de HERVs tipo K (HML-2) se pueden clasificar en dos tipos
principales: los de tipo | y los de tipo Il. Los HML-2 tipo | se caracterizan por presentar una
delecion de 292 pares de bases (pb) entre los genes pol y env, mientras que los HML-2 tipo
Il no cuentan con esta delecién. La delecion en los provirus de tipo | da lugar a un evento de

splicing alternativo que culmina en la produccion de una proteina denominada Np9, mientras



que en los provirus de tipo Il este splicing genera la proteina accesoria completa conocida
como Rec (Downey RF, et al., 2014) (ver Fig. 3).

Ha sido reportado que ciertas caracteristicas estructurales en ambas proteinas, Rec y Np9,
promueven su interaccion con diferentes proteinas celulares alterando asi diversas vias de
sefializacién. Por ejemplo, estas proteinas virales comparten un dominio de union a la
proteina en dedos de zinc de la leucemia promielocitica (PLZF por su sigla en inglés), la cual
es un represor transcripcional del proto-oncogen c-myc, y tiene asignado un papel putativo
oncogénico (Denne M, et al., 2007). Se ha detectado que Np9 interactla también con LNX,
una ubiquitin ligasa E3 que tiene como blanco miembros de la via de sefalizacién celular
Numb/Notch, via que se ha visto implicada en la regulacién de la proliferacién de cancer de
mama Yy préstata (Armbruester V, et al., 2002). Asimismo, se le ha asignado un rol a Np9
como modificador critico molecular que co-activa diferentes vias de sefializacién celular
como la B-catenina, ERK, Akt y Notch 1 y promueve el crecimiento de células

madre/progenitoras leucémicas humanas (Chen T, et al., 2013).

A292 bp (Type 1)
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Figura 3. Estructura de un provirus de HERV-K. El transcripto de secuencia completa de HML-2 codifica para
las poliproteinas Gag, Pro y Pol. Un unico splicing alternativo codifica para la proteina Env, mientras que el
transcripto de doble splicing codifica para las proteinas accesorias Rec o Np9 dependiendo de la presencia o
ausencia de una delecion de 292 pares de bases entre los genes pol y env. HML-2 también expresa un
transcripto denominado “hel” de 1.5kb de funcién aun desconocida. Figura reproducida de Downey RF, et al.,

2014.



1.2.4. Rol de los HERVSs en la salud y en la enfermedad

La retencion de los genes de HERVs durante la evolucién sugiere que estos elementos han
provisto un rol beneficioso en la supervivencia humana. En este aspecto, estd demostrada la
importancia de los HERVs en funciones celulares normales, resaltando su implicancia en
procesos tan complejos y significativos como es la placentacion. Se ha demostrado que las
glicoproteina de envoltura pertenecientes a los HERVs de la familia W y FRD, denominadas
sincitina-1 y 2 respectivamente, juegan un importante rol mediando la fusion entre las células
trofoblasticas, contribuyendo asi a la renovacién constante de nutrientes y hormonas entre la
madre y el feto, y a la estabilidad de esta estructura altamente dinamica (Blaise S, et al.,
2004; Mi S, et al.,, 2000). Asimismo, la presencia de los elementos “solo LTR” le ha
agregado cierto grado de complejidad a nuestro genoma, y en este sentido muchos de los
LTRs han sido co-elegidos por genes codificadores de proteinas dirigiendo una expresion
tejido-especifica (Cohen CJ, et al., 2009).

Por otra parte, la asociacion entre los HERVs y procesos patolégicos ha generado un
importante grado de atencién en los investigadores a partir de la informacion obtenida en la
secuenciacion del genoma humano (Lander ES, et al., 2001). Los HERVs han sido
propuestos como co-factores en procesos cronicos como son las enfermedades
neurolégicas, autoinmunes y cancer (Lower R, 1999). Existen diferentes mecanismos
moleculares por los cuales los HERVs pueden estar actuando en la promocion de estos

procesos:

a) Un mecanismo puede ser explicado por la capacidad que tienen estas secuencias de ser
movilizadas e integradas prOximas a ciertos genes cuya expresion pueda quedar

consecuentemente alterada.

b) Otro mecanismo puede darse por una activacién y sobreexpresion de genes de HERVs
gue den lugar a la produccién de proteinas que disparen una respuesta inmune de
generacion de anticuerpos. Esto puede derivar en enfermedades auto-inmunes como la
artritis reumatoidea (AR), lupus sistémico eritematoso (LSE), esclerosis mudltiple (EM),
sindrome de Sjogren’s (SSJ), enfermedades de mezcla de tejido conectivo y enfermedades
neuroldgicas inflamatorias (Moyes DL, et al., 2005). Se ha propuesto incluso que proteinas
de HERV-K pueden actuar como superantigenos los cuales inducen una reaccion de

linfocitos T autoreactivos. La primera evidencia de HERVs actuando como superantigenos
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fue en el estudio de la diabetes tipo | donde se detectd la expresion de la proteina Env de
HERV-K en las islas pancreaticas de pacientes con esta enfermedad (Conrad B, et al.,1997).

c) Un tercer mecanismo podria asociarse con la produccion de proteinas de HERV
fundamentalmente Rec y Np9 las cuales tienen asignado un putativo rol oncogénico. Se
sabe que estas proteinas presentan dominios de unién a diferentes proteinas celulares y su
efecto puede resultar en la modificacion (inhibicion o activacion) de diferentes vias de
sefalizaciéon celular. A modo de ejemplo retomamos el concepto del dominio de unién de
Np9 y Rec a PLZF, un represor transcripcional de determinados genes celulares entre los
cuales se encuentra el proto-oncogén c-myc implicado en la proliferacion y sobrevida celular
(Denne M, et al., 2007).

De manera interesante, algunos agentes ambientales como la luz ultravioleta y varios
agentes quimicos, pueden inducir la expresion de HERVs derivando en un efecto (directo o
indirecto) en la iniciacién y evolucién clinica de ciertas enfermedades crénicas. Existe un
consenso de que cambios epigenéticos pueden dar lugar a la activacién de retroelementos al
cambiar el patrén de metilacion de las secuencias pero sin modificar su composicion
nucleotidica (Balada E, et al., 2009).

1.2.5. HERVs y cancer

En lo que respecta a los HERVs y su asociacién a procesos oncogénicos, varias evidencias
reportan un aumento de expresion tanto a nivel transcripcional como traduccional de los
HERVSs, asi como su desmetilacion en una gran variedad de canceres. Esta desregulaciéon
puede resultar en efectos oncogénicos de proteinas codificadas por los HERVs o0 en la
activacion transcripcional de diferentes oncogenes celulares (Romanish MT, et al., 2010). A
la fecha hay evidencia de una activacion de los HERVs HML-2 en cancer de ovario (Wang-
Johanning F, et al., 2007), de mama (Ejthadi HD, et al., 2005), de préstata (Goering W, et al.,
2011), tumores de la linea germinal (Kleiman A, et al., 2004), melanomas (Singh S, et al.,
2009), leucemias (Depil S, et al., 2002; Iwabuchi H, et al., 2004) y linfomas (Contreras-
Galindo R, et al., 2008).

Muchos canceres exhiben un estado de hipometilacion generalizado, por lo tanto, la
activacion de los HERVs durante la tumorigénesis puede ser un efecto colateral de este

estado epigenético. Se podria pensar que el incremento en la transcripcion de HERVsS en
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determinados tipos de cancer puede ser, en parte, debido a una hipometilacion de sus LTRs.
Se ha reportado hipometilacion del ADN de HML-2 en lineas celulares de melanoma
(Stengel S, et al., 2010), tumores de préstata (Goering W, et al., 2011), y tumores de ovario
(Iramaneerat K, et al., 2011). Otros factores que pueden estar afectando la expresion de los
HERVs son determinadas citoquinas y esteroides en diferentes células y tejidos (Ono M, et
al., 1987; Romanish MT, et al., 2010; Schneider PM, et al., 2001). También se ha reportado
la activacion de HERV-K inducida por otras infecciones virales como por ejemplo del virus de
Epstein-Barr (EBV) (Sutkowski N, et al., 2004) y el virus de la Inmunodeficiencia Humana
(HIV-1) (Contreras-Galindo R, et al., 2007 y 2012), e incluso por factores de transcripcion
entre los cuales se incluyen el NF-kB, NF-AT, MITF-M (Katoh I, et al., 2011), Spl, Sp3
(Fuchs NV, et al., 2011) y el YY1 (Kndssl M, et al., 1999).

Especificamente en relacién a los procesos hemato-oncolégicos, a finales del siglo XX
Brodsky y colaboradores reportaron un potencial rol de los HERV-K en leucemia (Brodsky I,
et al., 1993a). Ellos detectaron que el ARNm del gen pol de HML-2 se expresa en la sangre
de pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC) y leucemia mieloide aguda (LMA)
(Brodsky I, et al., 1993b). Otro grupo de investigadores reporté que el ARNm del gen gag de
HML-2 se encuentra altamente expresado en células monoclonales de sangre periférica
(PBMCs por su sigla en inglés) de pacientes con diferentes tipos de leucemias, si se los
compara con donantes sanos (de cinco a diez veces mayor), lo que sugiri6 que esta
expresion estaba especificamente vinculada al desarrollo del tumor (Depil S, et al., 2002).
Estudios similares han reportado particulas virales de HML-2 en linfomas (Contreras-Galindo
R, et al., 2008) y expresion del gen env en la linea celular de linfoma de células T H9
(Vogetseder W, et al.,1995). También se ha visto que la expresion de HML-2 decrece luego
del tratamiento de un linfoma, indicando que este efecto podria ser Gtil para monitorear
respuestas terapéuticas (Contreras-Galindo R, et al., 2008). Adicionalmente, un estudio
reciente identifica a la proteina Np9 como un potente oncogén viral que promueve el
crecimiento de células madre/progenitoras leucémicas humanas a través de la activacion de

diferentes vias de sefalizacion celular (Chen T, et al., 2013).
1.2.6. Reciente hallazgo, los HERVs integrados en centréomeros humanos

Si bien el proyecto genoma humano permiti6 un gran avance en materia de conocimiento

cientifico, la secuencia del genoma humano no fue del todo completa, y de manera
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importante, las principales brechas (sitios sin secuenciar) corresponden a las regiones
centroméricas de cada cromosoma humano. Esto es asi por la compleja organizacion
repetitiva de los centrébmeros que hacen un desafio el poder ensamblar las regiones
secuenciadas para formar su composicion nucleotidica completa. Hoy en dia los esfuerzos
por conocer esta informacion son cada vez mayores considerando que los centrémeros son
los loci esenciales para la segregacion de los cromosomas y la estabilidad del genoma
(Aldrup-MacDonald & Sullivan, 2014). Una caracteristica interesante de estas regiones es
que si bien las proteinas asociadas a los centrdmeros son conservadas entre las especies,
es esperado que cada genoma humano contenga un repertorio personalizado en la

composicion y organizacién de sus secuencias centroméricas (Hyden KE, 2012).

El grupo de investigacion del Dr. Contreras-Galindo perteneciente al Laboratorio de
Investigaciéon del Dr. Markovitz de la Universidad de Michigan (UMich) se planteé la
posibilidad de encontrar provirus de HERV-K insertos en los centrémeros de los cromosomas
humanos, y propuso una estrategia por PCR para ello. Su experimento permitié el hallazgo
de varios de cientos de provirus de HERV-K distribuidos en las regiones centroméricas de al
menos 15 cromosomas humanos, los cuales denominaron “K111”. Se estima que K111 se
integr6 hace ~2.6-6.3 millones de afos atras, cerca del tiempo de divergencia de
Chimpancés-Humanos (Contreras-Galindo R, et al., 2008 y 2013). La evidencia indica que
K111 se expandi6 tanto dentro de los centrdmeros como entre centrbmeros a través de un
proceso semejante al de recombinaciéon homéloga. El hallazgo de que el provirus K111
interactia con las proteinas del centromero CENP-A y CENP-B, le agrega un soporte
adicional al hecho de que los HERVs son un componente importante para que el “nucleo”

centromérico sea funcional (Contreras-Galindo R, et al., 2013).

Destacando el rol de los centromeros como sitios claves que aseguran una correcta funcién
en la mitosis y la meiosis, es importante considerar que un mal funcionamiento en estos
sitios da lugar a una incorrecta segregacion de los cromosomas y como consecuencia la
pérdida o ganancia de cromosomas (proceso denominado aneuploidia). Algunos factores
que podrian derivar en un mal funcionamiento centromérico pueden ser por ejemplo, la
pérdida o ganancia de secuencias (al tratarse de una zona repetitiva), o la insercién de
elementos transponibles que saltaron a esos sitios del genoma, entre los cuales podrian
estar involucrados los K111. A continuacion se describen las caracteristicas principales

sobre la estructura y composicion de los centromeros humanos.
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1.3. Estructura del ADN centromérico, los repetidos alfa

Los centromeros humanos estan conformados principalmente por una familia de secuencias
satélite rica en adeninas y timinas (AT), conocida como satélite alfa o repetidos alfa. Estas
secuencias son fundamentales ya que interactian bioquimicamente con proteinas internas
del cinetocoro y por lo tanto juegan un rol importante en la segregacion de los cromosomas
al momento de la mitosis. Un repetido alfa se define como una unidad o monomero de
aproximadamente 171pb. En los centrobmeros varios mondmeros se repiten en orientacion
cabeza-cola y, con frecuencia, se extienden con limitadas interrupciones por millones de
bases (Aldrup-MacDonald & Sullivan, 2014). La comparacion de secuencias entre
mondmeros individuales revela que se trata de una familia de secuencias altamente
divergente, con un porcentaje de identidad de pares de bases de 60-80% (Rudd & Willard,
2004).

Los repetidos monoméricos como tal se encuentran en regiones de heterocromatina
pericentromérica. Dentro del “nucleo” centromérico un nimero n de mondmeros de repetidos
alfa conforma un bloque o unidad que se repite cabeza-cola conformando lo que se
denominan las unidades de repetidos de alto orden (HORs por su sigla en inglés). La
organizacion en HORs da lugar a un arreglo muy homogéneo con un porcentaje de identidad
~97-99% incluso si los monémeros que los constituyen son de elevada divergencia, y
conforman una fraccion larga ininterrumpida pudiendo alcanzar longitudes desde 250 a 5.000
Kb (Brown & O’Neill 2014; Hyden KE, 2012) (ver Fig. 4).

Todos los centrémeros humanos parecen tener un arreglo en HORs tipo cromosoma-
especifico. Cabe mencionar que existe variabilidad en el nimero de secuencias de repetidos
de alto orden entre individuos, entre cromosomas e incluso dentro de un mismo cromosoma.
La mayoria de los cromosomas humanos tienen un Unico bloque de HOR que se repite
conformando el centrémero, sin embargo, los cromosomas 1, 5, 7, 15, 17, 18 y 19 tienen dos
0 mé&s HORs diferentes (Brown & O’Neill, 2014; Maloney KA, et al., 2012). Algunos
centrébmeros presentan una extrema homologia inter-cromosomal por lo cual se deberian
especificar los cambios Unicos de pares de bases para estudiar la actividad centromérica de
una manera cromosoma-especifica. Esto ocurre por ejemplo en la familia de HOR diméricos

en los cromosomas 1, 5y 19. Lo mismo ocurre para los centromeros de los cromosomas 13
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con el 21 y el 14 con el cromosoma 22 los cuales contienen arreglos de HORs casi idénticos
entre si (Alexandrov |, et al., 2001; Baldini A, et al., 1989; Warburton PE, et al., 2008).

4 N
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Figura 4. Organizacion gendémica de los centromeros humanos. Los mondmeros de repetidos alfa
individuales (flechas simples de colores) son altamente divergentes entre si alcanzando valores de hasta un 40%
de divergencia, mientras que la comparacion entre HORs adyacentes (barras de colores con flecha negra)
revelan que son cercanamente idénticos (>95% de identidad). La organizacién en HOR se encuentra en el
ndcleo centromérico, mientras que mondmeros de repetidos alfa individuales se ubican en regiones de cromatina

pericentromérica. Figura modificada de Aldrup-MacDonald & Sullivan, 2014.

Las translocaciones, inversiones y deleciones de varias megabases de largo son
caracteristicos de la inestabilidad genomica observada en diversas patologias humanas.
Muchos tipos de canceres, incluyendo las leucemias, se definen por la presencia de
determinados rearreglos cromosémicos (Longo MS, et al., 2009). Cada rearreglo especifico
requiere de un quiebre de la doble hebra de ADN. Se ha visto que estos quiebres no se
generan en zonas del genoma al azar, sino que ocurren en sitios especificos. Estos sitios
claves de clivaje son compartidos entre especies por lo que han sido denominados “puntos
de ruptura evolutivos” (EB por su sigla en inglés). Lo interesante de los EB es que el estudio

de su secuencia revel6 que se tratan de una distribucién conservada de elementos
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repetitivos (repetidos alfa) ricos en secuencias LINES y de retrovirus endégenos (ERVS), es
decir muchos de los EB se corresponden con secuencias tipicas centroméricas (Murphy WJ,
et al., 2005). La presencia de los puntos de ruptura evolutivos derivados de los centrémeros
y los centromeros propiamente dichos se han propuesto como factores claves para la
generacion de las aberraciones cromosomicas (Longo MS, et al., 2009).

Considerando el potencial que parecen tener los HERVs en contribuir en procesos hemato-
oncolégicos asi como también en enfermedades auto-inmunes actuando como
(auto)antigenos, es de gran interés continuar indagando sobre su posible asociacién en
enfermedades de las cuales alin se sabe muy poco. Asimismo, es importante destacar el
hecho de que un mal funcionamiento a nivel centromérico que genere alteraciones
cromosdémicas podria explicar el origen de varias enfermedades como el cancer. También
genera interés el abordar el estudio de estas regiones con el fin de encontrar alguna marca
molecular que puedan indicar la ocurrencia de estos procesos. En el presente proyecto de
maestria contemplamos ambas interrogantes para aplicarlas en el estudio de la Leucemia
Linfoide Crénica (LLC), una patologia de curso heterogéneo cuya causa aln se desconoce y
para la cual hoy en dia no existe cura. A continuacion se describen aspectos importantes

sobre la LLC que seran de utilidad para continuar con el desenlace del proyecto.
1.4. Leucemia Linfoide Crdénica
1.4.1. Generalidades y algunos datos estadisticos

La LLC es la leucemia de mayor frecuencia en el hemisferio occidental y resulta rara en el
hemisferio oriental. Comprende alrededor de un tercio de las leucemias que se diagnostican
en adultos (Siegel R, et al., 2014). Es una patologia que afecta a personas mayores, con un
pico de incidencia en el rango que va de los 60 a los 70 afios y una prevalencia mayor en
hombres que en mujeres. En 2014, fueron diagnosticados 15.720 nuevos casos de LLC y se
documentaron 4.600 muertes en EEUU causadas por esta afeccion. El riesgo de desarrollar
la enfermedad es de aproximadamente uno en doscientos, y factores como tener una historia

familiar de LLC pueden aumentar este valor (American Cancer Society, 2014).

Se desconoce aun cudl es el agente causal de la enfermedad y no hay hasta la fecha una

evidencia consistente que vincule a la LLC con una exposicion ambiental como radiacion,
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ciertos quimicos o con alguna infeccion viral determinada (Dighiero & Hambling, 2008; Rego
N, et al., 2012).

Su evolucion sigue un curso sumamente heterogéneo que pude durar de meses a afios. Un
tercio de los pacientes vive durante afios con una enfermedad estable y sin medicacion. Otro
tercio presenta una fase inicial indolente pero mas tardiamente la enfermedad progresa. El
tercio restante de los pacientes exhibe una enfermedad agresiva desde el comienzo que
necesita de un tratamiento inmediato (Vasconcelos Y, et al., 2003).

Los progresos obtenidos en el tratamiento para la LLC hacen que frecuentemente se
observen remisiones, incluso a nivel molecular, pero la gran mayoria de los pacientes recaen

y existe un consenso de que esta enfermedad es incurable (Palacios F, et al., 2010).
1.4.2. Inmunofenotipo de las células B de LLC

La LLC se caracteriza por una acumulacién lenta y progresiva de células B monoclonales,
pequefas y de apariencia madura en la sangre periférica (SP), médula 6sea (MO), y érganos
linfoides secundarios (OLS). Estas células B se caracterizan por la expresion de antigenos
pan-B como CD19, CD20 y CD40, junto con otros antigenos que no se encuentran en la
mayoria de los linfocitos B circulantes como CD5 y CD23 (Hamblin TJ, 2005). Como todo
linfocito B maduro, las células de LLC expresan inmunoglobulinas (Igs) en la superficie de su
membrana, las cuales forman parte del receptor para el antigeno (BCR), pero lo
caracteristico de ellas es que lo hacen en un bajo nivel de expresion (Vuillier F, et al., 2005).
También se ha sefialado que las células de LLC circulantes en sangre periférica se

encuentran detenidas en la fase GO-G1 de su ciclo celular (Hernandez P, 1999).
1.4.3. Subpoblacion de linfocitos proliferantes en LLC

La vision tradicional indica que la vida de las células B se ve prolongada por un defecto en la
apoptosis resultando en la acumulacion de estos linfocitos B en forma lenta y progresiva en
SP (Dameshek W, 1967). El incremento en la expresion de la proteina Bcl-2 y el bloqueo de
estas células en su fase GO sustentan esta observacion. Sin embargo, estudios recientes
describen que la LLC es un proceso dinamico el cual resulta en células que proliferan y
mueren, a menudo a niveles apreciables. Esta observacion permitié la postulacion de una
interesante hipotesis en la cual se contempla, la existencia de al menos dos tipos de

poblaciones dentro del clon tumoral de un paciente con LLC. La primera es la poblacién
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mayoritaria, y presenta las caracteristicas de una célula B quiescente, no proliferante que
lleva a la acumulacion linfocitaria tipica de esta leucemia en SP. La segunda poblacion,
minoritaria se compone de linfocitos B tumorales con una alta capacidad proliferante en
donde se mantienen interacciones con el microambiente celular que determinan una alta
proliferacién celular, asi como la sobreexpresion de numerosos marcadores moleculares de
agresividad tumoral. Esta ultima poblacién ha sido correlacionada con una forma mas
agresiva de la leucemia, lo cual indica que las diferencias en el curso clinico de los pacientes
pueden, al menos en parte, ser determinadas por la capacidad de proliferar de las células B
de LLC. Es de suponer que el conjunto de sefales y condiciones microambientales
determinan el equilibrio entre la resistencia a la apoptosis y la proliferacion activa de los
linfocitos B (Chiorazzi N, 2007; Deaglio & Malavasi, 2009; Palacios F, et al., 2010; Pepper
C, etal., 2007).

Las células de LLC circulantes, que como mencionamos anteriormente se encuentran en el
estadio GO del ciclo celular, se mantienen e incrementan gracias al aporte de nuevos
linfocitos del clon leucémico que prolifera principalmente en los nddulos linfaticos pero
también en médula ésea y bazo, dentro de estructuras histologicas que reciben el nombre de
centros proliferantes o pseudofoliculos. Las células B leucémicas de estos centros
proliferantes estan en intimo contacto con linfocitos T CD4+ activados (TCD4+), asi como
también con una variedad de células estromales y células nodrizas. El conjunto de estas
células parecen tener un rol central en amplificar las condiciones del microambiente capaz
de favorecer la proliferacién dentro de los pseudofoliculos y de inhibir la apoptosis de las
células malignas (Caligaris-Cappio F, 2003) (ver Fig. 5). Se ha visto que la presencia de
células B leucémicas en los pacientes con una enfermedad progresiva se relaciona con una

fuerte activacion de la via de sefializacion celular AKT (Longo PG, et al., 2007).

Estudios recientes muestran que la presencia de esta subpoblacion de linfocitos B altamente
proliferante puede encontrarse en SP donde se ha detectado una alta expresion de la
enzima citidina deaminasa inducida por activacion (AID) (Palacios F, et al., 2010). Esta
subpoblacion estaria llevando a cabo un proceso activo de cambio de clase IgM a 1gG (por lo
que son IgG positivos), y presentan aumentados niveles de expresion de moléculas
caracteristicas de una célula B en estado de proliferacion. Se detecté también una

sobreexpresion de varias proteinas relacionadas a la progresion tumoral y a la interaccion
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con el microambiente en los centros proliferantes como son la glicoproteina CD49d vy las
quimioquinas CCL3 y CCL4 (Oppezzo P, et al., 2003; Palacios F, et al., 2010; Perez-Duran
P, et al., 2007). Todas estas observaciones hacen pensar que la acumulacion in vivo de los
linfocitos leucémicos se encuentra facilitada por la interaccion de las células de LLC con
otras células (células estromales, células T activadas) y factores solubles dentro del
microambiente celular adecuado (médula d6sea, y oOrganos linfoides secundarios),
especialmente a través de interacciones clasicas del tipo receptor-ligando (ejemplo CD40-
CD40L), interacciones quimioquinas-receptor, asi como también mediante la posible union

de un (auto)antigeno al receptor de las células B (BCR) (Ghia P, et al., 2008) (ver Fig. 5).

Célulasde LLC Proliferantes

CD5+ Bcl2+
CD20++ Bcl6-
CD23++ °© Survivina+
Ki67+ CD10-

Célulasde LLC acumulativas

CD5+ Bcl2+
CD20+ ° Bcl6-
CD23+ Survivina-
Ki67- CD10-
CD3+ k
CD4+ ® ;
(CD40L+) B

Figura 5. Caracteristicas generales de los pseudofoliculos en LLC. En la figura se representan diferentes
propiedades fenotipicas que manifiestan la poblacion de células B quiescentes (fase G0-G1) y la subpoblacion de
células B proliferantes. Esta Ultima poblacion esta en intimo contacto con los linfocitos T CD4+ activados
(representados en rojo) y de células estromales y nodrizas FDC: Células dendriticas foliculares. Figura

modificada de Caligaris-Cappio F, 2003.
1.4.4. Marcadores pronésticos de la LLC

Existen dos sistemas de clasificacion anatomopatolégicas de la LLC muy difundidos a nivel
internacional los cuales han sido descritos por Rai (Rai KR, et al, 1975) y Binet (Binet JL, et

al., 1997). Ambos sistemas toman en cuenta las siguientes caracteristicas clinicas: presencia
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de linfocitos en sangre y médula 0sea, linfo-adenopatias, esplenomegalia, hepatomegalia,
anemia y/o trombocitopenia. Aun cuando estos sistemas son relevantes desde el punto de
vista clinico, existen ciertos subgrupos de pacientes que dificiimente pueden ser ubicados
dentro de un estadio particular. De alli la importancia que tiene la identificacion de
marcadores biologicos e inmunolégicos con valor predictivo que posibiliten un mejor

tratamiento terapéutico.

La mayoria de las células B de LLC expresan CD5 e IgM/IgD, y por lo tanto, tienen un
fenotipo inmaduro que, en condiciones normales, expresan genes de inmunoglobulinas no
mutados. Sin embargo, el 50-70% de los casos de leucemia linfoide crénica tienen
mutaciones somaticas en los genes que codifican para las cadenas pesadas de las zonas
variables de las inmunoglobulinas (IgVH) como si hubieran madurado en los centros
germinales del foliculo linfoide (Dighiero & Hamblin, 2008; Schroeder & Dighiero, 1994).
Sobre la base de estas observaciones, se puede clasificar a los pacientes con LLC en dos
grupos de acuerdo a su estatus mutacional de las 1g: aquellos que poseen IgVH no mutadas
(NM) y aquellos con IgVH mutadas (M). Se ha notado que pacientes con un perfil de genes
IgVH-NM desarrollan una enfermedad progresiva, mientras que pacientes con genes IgVH-M
manifiestan un curso indolente y frecuentemente mueren por enfermedades no relacionadas
(Bianchi S, et al., 2010; Zenz T, et al., 2010). Existen importantes diferencias bioldgicas entre
estos dos grupos. Los pacientes de LLC perfil IgVH-NM presentan mayores niveles de
expresion de la proteina tirosin-quinasa asociada a Z-70 (ZAP-70) y del antigeno CD38,
respecto a los pacientes con LLC de perfil IgVH-M. Asimismo, el grupo de IgVH-NM activa
vias de sefializacion celulares claves en respuesta a la activacion del BCR (por ejemplo las
vias LYN, SYK, ERK y AKT) y manifiestan un perfil de expresion de genes diferente a los
pacientes de LLC perfil IgVH-M. Cada vez hay mas evidencias de que los pacientes IgVH-
NM presentan una capacidad celular proliferativa significativamente mayor que los pacientes
IgVH-M, y que esta mayor capacidad es fundamentada por presentar un acortamiento en los
teldmeros de las células involucradas (Zenz T, et al., 2010). Estudios recientes demuestran
que la determinacion simultdnea de ZAP-70 y CD38 posee un buen valor pronéstico de la
enfermedad que complementa al del perfil mutacional de las IgVH (Hamblin TJ, et al., 2002;
Rassenti LZ, et al., 2004) (ver Fig. 6)
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IgVH-Mutado IgVH-NoMutado

Bzjaexpresionde ZAP70 y CD38 Altz expresionde ZAP70y CD38

Menor respuesta 2 |2 estimulacion del BCR Mayor respuesta a |2 estimulacion del BCR
Telomeroslargos Telomeros cortos

Genéticamente estable Genéticamenteinestable

Figura 6. Caracteristicas biolégicas que diferencian las células B de LLC con perfil IgvVH Mutado y No
Mutado (M y NM). Las células de LLC perfil IgVH-NM presentan niveles mayores de expresion de las proteinas
ZAP70y de CD38 (representadas en verde oscuro) que las células de LLC perfil IgVH-M (representadas en verde
claro). Las células de IgVH-NM activan vias de sefializacion celular claves en respuesta a la activacion del BCR
(por ejemplo LYN, SYK, ERK y AKT) y muestran un perfil de expresion de genes diferente que las células de LLC
IgVH-M. La sefializacion reducida en IgVH-M es indicada con texto en gris y flechas punteadas. La capacidad
proliferante de las células B entre ambos grupos es distinta y esta caracteristica puede fundamentarse en las

diferencias encontradas en el largo de sus teldmeros. Figura modificada de Zenz T, et al., 2010.

Las células de LLC pueden manifestar también aberraciones cromosdmicas diferenciales
que se detectan, en la mayoria de los casos, en células en interfase por hibridacion
fluorescente in situ (FISH). Las aberraciones cromosémicas mas frecuentes son delecién en
cromosoma 13q, trisomia 12, y delecibn en cromosoma 11g. En menor frecuencia se
observa una delecion en el cromosoma 17p que afecta la proteina TP53. La presencia de la
delecion en 17p u 11q se asocia a una mal prognosis y predominan en estados avanzados
de LLC y en pacientes con genes IgVH-NM. La delecion en 13g o un cariotipo normal son
asociadas con una buena prognosis, estados iniciales de la enfermedad, y con genes IgVH-
M. Existen controversias sobre si la trisomia 12 se corresponde a un estatus no mutado y a
una mal prognosis de la enfermedad (Dighiero & Hamblin, 2008; Kréber A, et al., 2002). La
composicion de los centrémeros de los cromosomas humanos puede brindar una importante
informacion sobre cémo sera la segregacion de los mismos al momento de la division celular

(por mitosis 0 meiosis). Una segregacion incorrecta de los cromosomas dard lugar a células
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hijas con diferentes cariotipos que, de ser viables, pueden derivar en la formacion de células

cuyas aberraciones cromosomicas correspondan a las observadas en LLC.

Cabe mencionar que si bien se han logrado importantes avances en materia de conocimiento
de la LLC, ni los sistemas de Rai/Binet ni los marcadores moleculares descriptos, son
capaces de predecir completamente la progresion de la enfermedad y/o explicar el perfil de
progresion heterogéneo en el curso clinico de la LLC (Palacios F, et al., 2010).

Teniendo en cuenta lo descripto en el marco tedrico, el presente proyecto de maestria se
organiza con el fin de cumplir con dos objetivos generales complementarios. El primero de
ellos fue abordado en el Laboratorio de Virologia Molecular del Centro de Investigaciones
Nucleares de la Facultad de Ciencias, UdelaR. El segundo fue realizado en el marco de una
pasantia de investigacion de seis meses en el Laboratorio de Investigacion del Dr. Markovitz
en la Universidad de Michigan, EEUU. A continuacién se detallan los objetivos generales y

especificos propuestos en esta tesis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General 1

Estudiar la posible relacion entre la expresion de los genes de HERV-K en la patologia
hemato-oncolégica Leucemia Linfoide Croénica (LLC).

2.1. Objetivos Especificos 1

1. Puesta a punto de la metodologia de RT-PCR para la obtencién de todos los genes de
HERV-K (env, gag, pol, rec y np9)

2. Cuantificar los niveles de expresion relativa de los genes np9 y gag de HERV-K mediante
PCR en tiempo real en muestras de pacientes con LLC (perfil IgVH-M y IgVH-NM) con

respecto a muestras de donantes sanos.

3. Cuantificar la expresion del gen celular c-myc en las muestras de LLC y en muestras de

donantes sanos y evaluar los niveles de expresion del gen np9 de HERV-K.

4. Estudiar la variabilidad genética del gen np9 en pacientes con LLC y en donantes sanos

mediante aproximaciones bio-informaticas.
2.2. Objetivo General 2

Determinar la abundancia de repetidos alfa y secuencias de HERVs (K111) en los

centromeros de una linea celular de LLC (AT-CLL) en comparaciéon con donantes sanos.
2.2. Objetivos Especificos 2

1. Puesta a punto de la metodologia de PCR a tiempo real para cuantificar las secuencias

centroméricas de repetidos alfa de manera especifica para cada cromosoma humano.

2. Cuantificar la abundancia de repetidos alfa y de retrovirus endégenos humanos (K111) en
los centrémeros de la linea celular AT-CLL y en células humanas sanas. Evaluar si existen

diferencias significativas entre ambos grupos.

23



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Metodologia experimental para abordar el objetivo general 1

El estudio de la expresion de genes de HERVs en muestras de sangre periférica de
pacientes con leucémica linfoide crénica (LLC) y donantes sanos se realizé siguiendo la

metodologia experimental que se presenta a continuacion:
3.1.1. Muestras de estudio

Se recolectaron 25 muestras de sangre periférica de pacientes diagnosticados con leucemia
linfoide crénica (promedio de edad: 65 afios): 14 presentaban un perfil IgVH Mutado y 11 un
perfil No Mutado (M y NM respectivamente). Las muestras fueron cedidas por el Servicio de
Hematologia del Hospital Maciel de Montevideo y se cuenta con el consentimiento informado
de los pacientes del Hospital en acuerdo con las regulaciones de Etica Nacional y la
Declaracion de Helsinki. Como grupo control se procesaron 6 muestras de sangre periférica
proveniente de donantes sanos, las cuales fueron cedidas por el Servicio Nacional de

Sangre.

Las muestras fueron dirigidas a la Unidad de Proteinas Recombinantes (UPR) del Instituto
Pasteur de Montevideo (IPMont). Alli se realiz6 el aislamiento de las células monoclonales
de sangre periférica (PBMCs) mediante el método de centrifugacion en gradiente de Ficoll-
Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals), y posteriormente se realiz6 la extraccion de ARN
siguiendo el procedimiento descripto por Oppezzo y colaboradores en el 2002 (Oppezzo P,
et al.,, 2002). EI ARN celular fue enviado al Laboratorio de Virologia Molecular (LVM) del
Centro de Investigaciones Nucleares (CIN) donde se continué con el procedimiento para el

presente proyecto.

Como controles positivos de expresion de los genes de HERV-K se utilizaron las lineas
celulares leucémicas Daudi (linea linfoblastica de células B proveniente de un linfoma de
Burkit) y Jurkat (linea linfoblastica proveniente de leucemia aguda de linfocitos T)
(Renaudineau Y, et al., 2005). Estas lineas celulares fueron cedidas por la UPR-IPMont y
posteriormente fueron crecidas en medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB). La extraccion de su ARN se realiz6 siguiendo el método clasico de aislamiento del
ARN en Trizol-Cloroformo (Chomczynski & Sacchi N, 2006)
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3.1.2. Cuantificacién de las concentraciones de ARN y tratamiento con DNAsa

La cuantificacion de las concentraciones en ng/ul del ARN de las muestras descriptas
(PBMCs de pacientes con LLC perfil IgVH-M y NM, PBMCs de donantes sanos y las lineas
celulares leucémicas Daudi y Jurkat) se realiz6 utilizando un espectrofotémetro Eppendorf
BioSpectrometer®.

Con el fin de minimizar una posible contaminacion con ADN gendmico, a cada muestra de
ARN se le realizé un tratamiento con DNasa utilizando el Kit DNA-free™ (Ambion, USA),

siguiendo las instrucciones del protocolo.

El rendimiento de la extracciobn y posterior tratamiento con DNAsa se determiné
cuantificando nuevamente las concentraciones en ng/ul de cada ARN ahora tratado con la
enzima. La cuantificacion fue realizada en la plataforma Eppendorf BioSpectrometer®. La
pureza del ARN se evalué mediante el cociente de absorbancia A260/A280 (aceptandose un
coeficiente de ~2) y A260/A230 (aceptandose un coeficiente de 1,8 — 2) para determinar la
ausencia de contaminantes. Los valores de concentracion y cocientes de absorbancia fueron

comparados con los valores obtenidos del ARN previo al tratamiento con la enzima DNAsa.

La eficiencia del tratamiento con DNAsa fue evaluada por medio de la amplificacion de los
genes de HERV-K utilizando como molde el ARN post tratamiento con DNAsa no

observandose sefial positiva.
3.1.3. Retrotranscripcién del ARN (RT-PCR)

La sintesis de ADN copia (ADNc) fue realizada a partir de 2ug de ARN, utilizando como
primers multiples hexdmeros y la enzima Super Script || Reverse Transcriptase (Invitrogen)
en un volumen final de reaccién de 20ul, tal como fue descrito por Oppezzo y colaboradores
(2005).

3.1.4. Puesta a punto de la PCR cualitativa de todos los genes de HERV-K

A continuacion se realiz6 la puesta a punto de las condiciones de tiempo y temperatura para
la amplificaciébn por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de todos los genes de
HERV-K (env, gag, pol, rec y np9). La PCR fue realizada utilizando la enzima Taq DNA
Polimerasa (Invitrogen by Life Technologies). Cada reaccion de PCR se realiz6 en un
volumen final de 50 pl conteniendo 2ul (un décimo de la reaccion de RT-PCR) de ADNc de la
linea celular Jurkat, 5ul de buffer de PCR 10x, 1,5yl de MgCl, (50mM), 1ul de mezcla de
deoxinucleétidos dNTPs (10mM), 2ul de primer forward (10uM), 2ul de primer reverse
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(10uM), 0,5ul de la enzima Tag DNA Polimerasa (5U/ul), y agua destilada miliQ hasta
completar los 50ul de volumen de reaccion final. Los pares de primers utilizados para
amplificar los genes de HERV-K, asi como los tamafios en pares de bases de las bandas
esperadas se detallan en la Tabla 1 de esta seccion (ver Tabla 1). Cada reaccion tuvo un
control negativo con agua en lugar de ADNc de Jurkat.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de 10 minutos (min) a
95 grados (°C), seguido de 35 ciclos compuestos de 45 segundos (seg) de desnaturalizacion
a 95°C, 45 seg de hibridacion de los primers a 58°C (para los genes gag, rec, np9) o 53°C
(para los genes pol y env), y 45 seg de elongacion a 72°C. La PCR termin6 con un tiempo de

extension final de 10 min a 72°C.

Una vez puestas a punto las condiciones de amplificacion, se repitieron las PCRs para cada
gen de HERV-K pero ahora afiadiendo 2l de los siguientes ADNc de muestra como molde:
una muestra de LLC perfil IgVH-Mutado, una muestra de LLC perfil IgVH-NoMutado, una
muestra de donante sano (seleccionadas al azar), y agua como control negativo. Los
productos de amplificacién fueron corridos electroforéticamente en un gel de agarosa al 1,5%
durante 40 minutos a 100V. El gel fue tefiido con el intercalante Bromuro de Etidio (EtBr)
previo a la corrida. El tamafio de los productos de amplificacion se comparé con la escalera
de peso molecular (PM) de 100pb (Gene Ruler 100pb DNA ladder, Thermo Scientific).

3.1.5. PCR para la expresion del gen constitutivo glicer-aldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(gapdh).

Con el fin de evaluar la integridad de nuestro ADNc obtenido mediante la transcripcion
reversa, se realizé un control interno para cada uno de los ADNc con un juego de primers
gue amplifica el gen constitutivo celular que codifica para la proteina glicer-aldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (gapdh) (Palacios F, et al., 2010). Para esta reaccion se utilizaron las
mismas concentraciones de reactivos y los mismos tiempos y temperaturas de ciclado que

los empleados en la PCR de gag, rec y np9 de HERV-K.
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Tabla 1. Secuencia de primers y tamafios de los productos de amplificacién esperados para los genes de
HERV-K y gapdh.

Primer Secuencia Primer Tamafio banda Fuente bibliogréafica

gag-F 5 -GGGTGATAATGGGGCAAACTAAA-3
gag-R 5 -GACCTGCTGGAAGAGGACTTGT-3'

~470pb Depil S, et al., 2002.

pol-F 5-TCCCCTTGGAATACTCCTGTTTTYGT-3’
pol-R 5 -CATTCCTTGTGGTAAAACTTTCCAYTG-3

~294pb Medstrand P, et al., 1992.

env-F 5-ACAAAAAGAAGGGGGAGACAG-3
env-R 5 -TGAACAGAAGAGTGCAATGCA-3

~1500pb Zhao J, et al., 2011.

rec-F 5-ATCGAGCACCGTTGACTCACAAGA-3
rec-R 5 -GGTACACCTGCAGACACCATTGAT-3’

~200pb Gonzéalez-Hernandez MJ, et al., 2012.

np9-F 5 -AGATGTCTGCAGGTGTACCCA-3
np9-R 5-CTCTTGCTTTTCCCCACATTTC-3

~150pb Gonzéalez-Hernandez MJ, et al., 2012.

gapdh-F | 5- GGTGCTGAGTATGTCGTGGA-3’
gapdh-R | 5-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTT-3'

~350pb Palacios F, et al., 2010.

F: primer forward, R: primer reverse, pb: pares de bases.
3.1.6. PCR atiempo real para los genes np9 y gag de HERV-K

Con el fin de realizar el andlisis de expresion relativa para los genes np9 y gag de HERV-K
en las muestras de pacientes con LLC y las muestras de donantes sanos, se realizé una
PCR a tiempo real para estos genes. Se utilizé el kit KAPA SYBR FAST gPCR Kit Master Mix
(2x) Universal (Kapa Biosystems) y el termociclador Corbett Rotor-Gene 6000. Las
secuencias de primers de np9 y gag utilizadas fueron previamente descriptas por el grupo de
Gonzalez-Hernandez en 2012 y el grupo de Depil y colaboradores en 2002 respectivamente
(Depil S, et al., 2002; Gonzalez-Hernandez MJ, et al., 2012), los cuales fueron puestos a
punto primero en la PCR convencional. Los valores de expresion fueron normalizados con el
gen de referencia (gapdh). Para el gen gapdh fue utilizado el set de primers empleado en la

PCR convencional (ver Tabla 1).

La mezcla de reaccion para cada PCR fue preparada en un volumen final de 20 pl
conteniendo: 10ul del Master Mix Kapa Sybr Fast (2x), 0,4ul de primer forward (10pM), 0,4ul
de primer reverse (10uM), 2ul de ADNc, y agua miliQ.

Las condiciones de amplificacion para el gen np9 consistieron en: 3 min a 95°C seguido de

40 ciclos compuestos de 3 seg a 95°C, 20 seg a 58°C y 20 seg a 72°C.
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Las condiciones de ciclado de la PCR a tiempo real para el gen gag consistieron en: 10 min
a 95°C seguido de 40 ciclos compuestos de 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C. Cada reaccién
fue realizada por duplicado, y la especificidad de los productos amplificados fue verificada
por el andlisis de sus respectivas curvas de melting provistas por el software Rotor-Gene Q-
Series.

Con el fin de conocer cuanto difiere la expresion de los genes np9 y gag de cada muestra de
LLC (perfil IgVH-M y NM) con respecto a los donantes sanos, se utilizd el método del Ct

comparativo o también conocido como el método de 2744,

El Ct (por su sigla en inglés Cycle threshold) es el nimero de ciclo en que la muestra supera
un valor umbral (threshold) en la sefial de fluorescencia el cual es determinado (manual o
automaticamente) previamente (Schmittgen & Livak, 2008). El célculo se realiz6 de la

siguiente manera:

ACt LLC = Ct muestra de LLC (para el gen np9 o gag) — Ct muestra de LLC del gen
calibrador (gapdh)

ACt sano = Ct muestra de sano (para el gen np9 o gag) — Ct muestra de sano del gen

calibrador (gapdh)
Luego se calcula:

AACt = ACt LLC — ACt promedio sanos
Y a continuacion:

224%= 2 elevado a la -AACt

Se graficé la variabilidad y la media entre los dos valores de 22! obtenidos para cada
muestra de LLC (por su realizacion en duplicado) considerando el promedio de expresion del
gen np9 o gag de los donantes sanos como nivel basal de expresiéon. Se realiz6 un control
positivo con ADNc de las lineas celulares Daudi y Jurkat, y un control negativo con agua

miliQ en lugar de molde de ADNc.

Para detectar la existencia de diferencias significativas entre las medias de la expresion
relativa del gen de interés (np9 o gag) del grupo de pacientes de LLC con perfil IgVH-M con
respecto al grupo de pacientes de LLC perfil IgVH-NM se utilizé el test T no-pareado de dos

colas con un intervalo de confianza del 95%. Se utiliz6 el software GraphPad versién 5.00
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para Windows, San Diego California USA, para la realizacion de las gréaficas de expresion y
para los célculos estadisticos.

3.1.7. PCR a tiempo real para cuantificar expresion relativa del gen celular c-myc

Se utilizo el kit comercial de KAPA SYBR FAST gPCR Kit Master Mix (2x) Universal (Kapa
Biosystems) y la plataforma Corbett Rotor-Gene 6000 para el estudio del nivel de expresion
relativa del gen celular c-myc en las muestras de pacientes con LLC y en las muestras de
donantes sanos. Los primers para la amplificacion de el gen c-myc fueron los siguientes:
forward: 5-CTT TGT GTG CCC CGC TCC AG-3' y reverse: 5-GCG CTC AGA TCC TGC
AGG TA-3' (Palacios F, et al., 2010). El estudio se realiz6 por duplicado y en cada mix de
reaccion se afadié 1ul de ADNc para cada muestra. Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes: 3 min a 95°C y 40 ciclos de 3 seg a 95°C, 20 seg a 58°C, y 20 seg a 72°C. El
nivel de expresion del gen c-myc se normaliz6 con el nivel de expresion del gen constitutivo

gapdh siguiendo la formula que se expresd anteriormente.

Los resultados de este estudio se organizaron dividiendo las muestras en tres grupos:
muestras de LLC cuyo nivel de expresion del gen np9 fue elevado (mayor a 5 veces respecto
al nivel de expresion de los donantes sanos), muestras de LLC cuyo nivel de expresion del
gen np9 fue bajo (menor a 5 veces), y el grupo de las muestras de los donantes sanos. Para
detectar la existencia de diferencias significativas entre las medias de la expresion relativa
del gen celular c-myc en los tres grupos establecidos, se utilizé el test ANOVA de una via
(analisis de varianza de una via). Como método de correccion se utilizé el test de Bonferroni
para comparaciones mdltiples y un intervalo de confianza del 95%. Se utiliz6 el software
GraphPad version 5.00 para Windows, San Diego California USA, www.graphpad.com, para

la realizacién de las graficas de expresion y para los calculos estadisticos.
3.1.8. Amplificacién por PCR convencional y secuenciacion del gen np9

Se realizé una PCR convencional con el fin de amplificar la secuencia completa del gen np9
de HERV-K utilizando la enzima Tag DNA polymerase (Invitrogen). Se seleccion6 un juego
de primers descripto previamente el cual produce un fragmento de amplificacién de 256pb
(Armbruester V, et al., 2002), lo que nos permite tener el ARNm de np9 en su totalidad. La
mezcla de reaccion fue realizada siguiendo el protocolo de Armbruester y cols. (2002). Las
condiciones de ciclado fueron las siguientes: 10min a 95°C, seguido de 35 ciclos compuestos
de una fase de desnaturalizacion de 45 seg a 95°C, una de hibridacion de los primers de 45

seg a 58°C, y una fase de elongacion de 1 min a 72°C. El proceso continué con una etapa de
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extension final de 10 min a 72°C. La reaccién fue realizada para 4 muestras de ADNc de
donantes sanos, 6 muestras de ADNc de pacientes con LLC perfil IgVH-NM, y 4 muestras de
ADNCc de LLC perfil IgVH-M. Los productos de amplificacion fueron observados mediante una
corrida electroforética en gel de agarosa al 2% tefido previamente con Syber Green. Se
procedié a la purificacién de los productos de PCR siguiendo las instrucciones del kit de
purificacion de QiaGen (QIAquick PCR Purification Kit, QIAGEN). Se cuantificé la
concentracion en ng/ul mediante el uso de la plataforma Eppendorf BioSpectrometer®. Los
productos de PCR purificados fueron enviados para su secuenciacién bidireccional al

servicio de Macrogen, Korea (http://dna.macrogen.com).

Una vez obtenidas las secuencias, las mismas fueron editadas utilizando el programa
SegMan. Se realizdé el alineamiento y analisis bioinformatico de las secuencias de np9
utiizando la plataforma del programa MEGA version 5.0. Como referencia para el
alineamiento y posterior andlisis bio-informatico se encontraron Unicamente dos secuencias
patentadas de np9 en la base de datos del National Center of Biologycal Investigation (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (codigos de acceso: JA719353.1 y CS435178.1), y una
secuencia publicada por el grupo de Wang-Johanning y colaboradores (Wang-Johanning F,
et al., 2007).

3.2. Metodologia experimental para abordar el objetivo general 2

Con el objetivo de determinar la existencia de algun patron diferencial en el arreglo
centromérico definido por la abundancia de secuencias de repetidos alfa y secuencias de
HERVs (K111) en la linea celular de LLC (CLL-AT) y su comparacién con células humanas

normales, se establecio la siguiente metodologia experimental:
3.2.1. Disefio de primers para la amplificacion de los repetidos alfa cromosoma-especificos

Se comenzo por el disefio bioinformatico de los primers que permiten la amplificacion de los
repetidos alfa de cada uno de los cromosomas humanos en forma independiente. Este paso
resultd ser un gran desafio a la hora de definir las secuencias de primers que permitieran
diferenciar los centromeros de aquellos cromosomas con un muy elevado porcentaje de
similaridad en su secuencia nucleotidica (ver Tabla 2). El disefio de los primers y el analisis
de su secuencia fue realizado utilizando las herramientas “Primer Quest” y “Oligo Analyzer”
provistas por el programa bioinformético Integrated DNA Technologies (IDT)
(www.idtdna.com). En los momentos en que fuera necesario los primers se disefiaron por

inspeccion visual con el fin de primar secuencias especificas de un repetido alfa y no de otro.
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El juego de primers P82H permite la amplificacion de los repetidos alfa centroméricos de

todos los cromosomas humanos juntos.

Tabla 2. Nombre y secuencia de los primers disefiados para amplificar los repetidos alfa cromosoma-

especificos.
Cromaosoma |Primer Secuencia Primer Cromosoma |Primer Secuencia Primer

1 D175Fc GGCCTATCGTCGTAAAGGAAATA 14 D1471/D2271F |CAATCTCAGAATCTTCTTTGGGATA
D1Z5Rc ATGCTCAGCTCTGTGAGTTAAA D14Z1/D22Z1R |CCAAGCTATCCAAATATCCACTT

5 D271F TCGTTGGAAACGGGATIGT 15 D1573F GACATTTGGATAGCTTTGAGGATTT
D27Z1R CTGCTCTATGAAAGGGACTGTT D1573R GGGCATACATCACAAGGAAGA

3 D3Z1F GCTTTGAGGCCAATGETAGA 16 D1672F CCTTCCTTTAGACAGAGCAGATT
D3Z1R GTTGAACACACACGTACCAAAG D16Z2R AGTGTCTGGGAACGAGTTTG

4 DAZ1F CTGTAGTATCTGGAAGTGGACATT 17 D1771F GTGGAGATATGGACCGCTTTAG
DAZ1R GETTCAACTGTGTTCGTITAGG D1771R CTCAGTCGTCACCAAGAGTIT

s D5Z1F AGTCTGCACGTGGATAAGTTG 13 D1872F TTCGATCGATTTCAGGCCTATG
D5Z1R AAAGAGTGTTAGAAGTCTGCTCTG D1872R TTGAGGACACACATCACAAAGA

6 DG6Z1F ACGGAAGCAATCTCAGAACTAC - D1975F GCCTCAATGGGTTCAGAAATG
DBZ1R CCTCAAGGCGGTCCAATTAT D1975R TGGATCCATCTCACAGATTTCA

- D7Z2F CGACTTTGTGATGTGTGCATTC 20 D20Z2F TGCTTGGAAACGGGAATGT
D7Z2R CCTTATCCGCAATGGTCCTAAA D20Z2R CCTGCTCTATGAAAGGGAATET

3 DBZ2F ACGTACACAGCAGCATACTC ”n D2171F TGATGTGTGTACCCAGCT
DBZ2R GTCCACTTCCAGATACTCCAAA D2171R GCTATCCAAATATCCACT

5 D9Z4F GGEAGAAGCATTCTCAGGAACTT 2 D2274F CCCTTGAACCTGTGGTGAAATA
D974R GTCCGCTTGCAGATACTACAG D2274R ACAGTGAGATGAAGGCACAC

10 D10Z1F TTGGAAACGGGATTTCCTCATA X DXZ1F CGGGATCACCTTCCCATAAC
DI10Z1R GCTCTCTCTAAAGGAAGGTTCAA DXZ1R GGTGTTGCAAACCTGAACTATC

1 D1171F CTTCCTTCGAAACGGGTATATCT v DYZ3F CTGCAAGTGGAAATTIGGGAAATA
D1171R GCTCCATCAGCAGGATTGT DYZ3R GAATGCACACAGCACAAAGAA

1 D1273F GATGAAGGAGTTTGGAGACACT Todos PB2HF ATGTTTGCATTCAACTCACAGAG
D1273R CTGTCGAACATTACAGGAAGAAATC PB2HR CAACACAGTCCAAATATCCAGTTG

13 D1371F TGATGTGTGTACCCAGLT
D1371R GCTATCCAAATATCCACT

F: forward, R: reverse.

3.2.2 Puesta a punto de la PCR a tiempo real de los repetidos alfa cromosoma-especificos

A continuacion se realizd la puesta a punto de las condiciones de tiempo, temperatura y
ciclos de amplificacion que nos permitieran obtener la gran mayoria de los repetidos alfa por
PCR a tiempo real. En cada reaccién de PCR se analiza un juego de primers por separado,
es decir, cada reaccion evalla si efectivamente se amplifica la secuencia del repetido alfa

para el cromosoma que fue disefiado y no asi en los otros cromosomas.

Para la amplificacién por PCR a tiempo real se utilizé el kit FastStart Universal SYBR Green
Master (Life Science, Roche). Para cada PCR con primerss cromosoma especifico se

utilizaron como muestras ADNs (50ng por reaccion) proveniente de un sistema de 24 lineas
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celulares somaticas hibridas humano/ratén (Contreras-Galindo R, et al., 2013), las cuales
contienen el genoma de ratébn mas el ADN de un dnico cromosoma humano. Esto nos
permite analizar todos los cromosomas humanos por separado. Las condiciones de tiempo,
temperatura y nimero de ciclos se ajustaron en funcién de los resultados obtenidos de cada
reaccion de PCR. En varios casos fue necesaria la realizacion de PCR a tiempo real en
gradiente de temperatura para evaluar cuél temperatura permite una 6ptima amplificacion
tipo cromosoma-especifica. Como control positivo se utiliz6 ADN de humano sano (50ng por
reaccién), y se utilizaron tres muestras como controles negativos: el ADN parental de raton,
ADN parental de hamster y agua miliQ en lugar de muestra de ADN. Las reacciones fueron
llevadas a cabo en la plataforma StepOne™ Real-Time PCR System, y se utilizé el software

StepOne versién 2.3 para el andlisis de los resultados.

Los productos amplificados fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa al
2% tefiido con bromuro de etidio (EtBr). La corrida electroforética fue realizada a 90V por 45

minutos.

Posteriormente se procedié a la purificacién de las bandas obtenidas utilizando el kit de
purificacion Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Los productos purificados fueron clonados en el sistema
pCR2.1-TOPO TA Cloning kit (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA, EEUU) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los clones de los repetidos alfa fueron crecidos en cepas de E.
Coli quimiocompetentes mediante shock térmico de 30 segundos a 42°C. Enseguida las
bacterias se propagaron por una hora a 37°C con agitacion en 1ml de medio SOC (2%
Triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.4% glucosa, 10 mM Cloruro de Sodio, 2.5 mM Cloruro
de Calcio, 5 mM Cloruro de Magnesio, 5 mM Sulfato de Magnesio). El paso siguiente
consistid en el plaqueo de las bacterias transformadas en placas de Petri conteniendo medio
Luria-Bertani con agar (LB-agar), el antibiético Kanamicina (50ug/ml) y X-Gal. A continuacion
se seleccionaron las bacterias crecidas de color blanco (las cuales deberian tener el inserto
ligado al vector) y se procedié a la extraccion del ADN plasmidico utilizando el kit Fast
Plasmid Mini Kit (5 Prime) segun las instrucciones del proveedor. Las secuencias de ADN de
los repetidos alfa de cada cromosoma humano fueron confirmadas por secuenciacion y
posteriormente se cuantifico la concentracion de cada producto obtenido (en ng/pl) haciendo

uso de la tecnologia del Nanodrop 2000.
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3.2.3. Realizacion de las curvas estandar para la cuantificacion absoluta por PCR a tiempo

real.

A partir de los valores de las concentraciones en ng/ul de cada clon de cada repetido alfa, se

procedi6 al célculo del nimero de copias de ADN siguiendo la siguiente ecuacion:

Peso en Dalton (g/mol) = (tamafio en pares de bases del plasmido + tamafio en pares
de bases del inserto) (330 Da X 2 nucle6tidos/pb)

Posteriormente

(g/mol) / (Numero de Avogadro) = (g/molécula) = Numero de copias

Concentracion del plasmido = (g/uL) / (g/moléculas) = moléculas ADN /uL

Estos datos son necesarios para estimar el numero de copias/ ul de cada clon o muestra de
referencia. Diluciones seriadas de esta muestra de referencia, en el rango de 10% a 10°
copias/pul sirvieron para construir curvas estandar de calibracion y la posterior cuantificacién
de los repetidos alfa en las muestras. Se realizaron dos réplicas para cada una de las
diluciones de los productos de ADN de los repetidos alfa. Se afadieron 2 pyL de cada dilucién
de estandar de calibracion a tubos de PCR que contenian 15 L de la mezcla de reaccion del
kit FastStart Universal SYBR Green Master (Life Science, Roche) compuesta del buffer 2x, el
par de primers especificos (concentracion final 0.5 uM) para el cromosoma de interés, y agua
destilada miliQ. Para la PCR se utilizaron los parametros puestos a punto previamente para
cada juego de primers diseflado. En forma general, se trataron de 10 min a 95°C de
activacion de la enzima, seguidos de 16 a 25 ciclos compuestos de 15 seg de
desnaturalizacion a 95°C, 30 seg entre 60° a 64°C para la hibridacién de los primers
(dependiendo del par de primers en cuestion), y 30 seg de elongacién a 72°C.

Una vez realizada la PCR a tiempo real, el programa StepOne versién 2.3 reproduce los
resultados en un gréafico de curva estandar el que relaciona la concentracion logaritmica en
base 10 (eje x) con el ciclo umbral (Ct, threshold cycle, por sus siglas en inglés) de cada uno

de los estandares (eje y) (ver Fig. 7). Se realiz6 una curva estandar por cromosoma humano.
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Figura 7. Esquema representativo de una curva de calibracion estandar obtenida de la cuantificacion
absoluta de diluciones seriadas de una muestra de referencia por PCR a tiempo real. La presente figura es,
a modo de ejemplo, la curva estandar que se genera luego de la realizacién de una PCR a tiempo real por el
método de diluciones de una muestra de referencia para una posterior cuantificacion. Figura tomada de Sakakura
C, et al., 2004.

3.2.4. Abundancia de repetidos alfa en la linea celular de LLC (CLL-AT) y en células

humanas normales

Se cuantificd, mediante PCR a tiempo real, el arreglo centromérico (presencia y abundancia
de repetidos alfa) cromosoma por cromosoma de una linea celular de Leucemia Linfoide
Crénica denominada CLL-AT, asi como también de células de humanos sanos cedidas del
Laboratorio del Dr. Markovitz, haciendo uso del sistema de curvas estandar mencionado
anteriormente. La linea celular que aqui denominamos CLL-AT proviene de una mujer de
raza negra con leucemia linfoide crénica de células B y se encuentra con el coédigo Hs 505.T
(ATCC® CRL-7306™) en el sitio web de ATCC (http://www.atcc.org).

Cada muestra se analizé por duplicado, y se realiz6 una reaccion con 50ng de ADN de
roedor y otra con 50ng de ADN humano sano como controles de reaccién negativo y
positivo, respectivamente. Los resultados obtenidos se analizaron en el programa
computacional StepOne v2.3, en el cual se obtuvo la recta de regresion (curva estandar) a
partir de los datos de las diluciones seriadas estandar. Extrapolando los valores de las
muestras de interés en esta recta, se cuantificé la abundancia de repetidos alfa de la linea

celular CLL-AT y de los ADNSs provenientes de tres muestras de humanos sanos.
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3.2.5. PCR a tiempo real especifica para K111

Un analisis similar fue realizado para evaluar la abundancia de secuencias de retrovirus
enddgenos humanos integrados en regiones centroméricas de al menos 15 cromosomas
humanos y que han sido reportadas y denominadas como K111 por el grupo de investigacion
del Dr. Markovitz (Contreras-Galindo et al., 2008; 2012 y 2013). Los provirus K111 presentan
un target site duplication (TSD) de 6pb (GAATTC) flanqueando los extremos 5y 3" de los
LTRs y estan insertos entre secuencias de repetidos centroméricos a las cuales se les hace
referencia como elementos “(CER)” por ser secuencias conservadas que se encuentran en
los centromeros de todos los cromosomas humanos (ver Fig. 8) (Contreras-Galindo R, et al.,
2012). Para esta reaccion por PCR a tiempo real, se utilizé una sonda que discrimina
especificamente el gen env de K111. La PCR cuantitativa fue realizada siguiendo los pasos
descriptos por Contreras-Galindo y colaboradores en el 2012 utilizando los primers K111F
(5-AAG AGC ACC AGG ATG CTT AAT GCC-3) y K111R (5-AGT GAC ATC CCG CTT ACC
ATG TGA-3’) y la sonda FAM-labeled K111P (5-FAM-TGC CGG TCC TAA CAG TAG ACT
CAC-BHQ1-3’). La PCR consistié de 35 ciclos compuestos de 15 seg de desnaturalizacion a
95°C y 1 min de hibridacion/elongaciéon a 60°C. Los titulos de K111 se estimaron usando
diluciones seriadas de ADN del gen env de K111 previamente clonado en el sistema
pCR2.1-TOPO TA Cloning kit, (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA, EEUU) al igual que para el
caso de los repetidos alfa. Una vez realizadas las diluciones se cuantific6 el numero de K111
presente en los centromeros de la linea celular de LLC (CLL-AT) y en las tres muestras

provenientes de humanos sanos utilizados en la cuantificacion de los repetidos alfa

centroméricos.
S'LTR gag pro pol env SLTR
(cer),GAATTC [ — = TS GAATTC (CER),
FS % FS FS l 2

292pb

Figura 8. Organizacién genémica de un provirus de HERV-K centromérico (K111). En la figura se
esquematizan los genes de un provirus de HERV-K centromérico (gag, pro, pol y env) con los 5"y 3" LTRs
flaqueando sus extremos. Los codones stop se representan con un asterisco y los marcos abiertos de lectura
(ORFs) se especifican como “FS” (por su sigla en inglés frameshift). Se incluye la delecion de 292pb comun en
los provirus de tipo 1 (linea vertical con triangulo). A los extremos de los LTRs se ubican los target site duplication
(TSD) de 6pb para K111, seguidos de secuencias de repetidos centroméricos (CER) que quedan interrumpidas
por la insercion de los HERV-K (K111) en esos sitios del genoma humano. Figura tomada de Contreras-Galindo
R, etal., 2012.
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3.2.6. Analisis estadistico

Para visualizar los resultados obtenidos luego de la cuantificacién absoluta de los repetidos
alfa por PCR a tiempo real, se grafico6 para cada cromosoma, el valor medio de las dos
réplicas técnicas realizadas para las muestras de ADN de la linea celular CLL-AT vy el
promedio de los valores obtenidos de las muestras de donantes sanos con su desvio
estandar correspondiente. Asimismo se grafico el resultado de la cuantificacion absoluta por
PCR a tiempo real de los provirus centroméricos K111 presentes en el genoma de la linea
celular de LLC y en el promedio de los valores obtenidos del genoma de los donantes sanos.
Se realizdé el analisis estadistico test-T no-pareado de dos colas con un intervalo de
confianza del 99% con el fin de evaluar la existencia de diferencias significativas de los
valores de repetidos alfa obtenidos cromosoma por cromosoma para la linea de LLC en
comparacion con los humanos sanos. Se repitié el mismo andlisis para el nUmero de K111
obtenido en los dos modelos de estudio CLL-AT y donantes sanos. Se utilizé el software
GraphPad version 5.00 para la realizacion del grafico asi como para el andlisis estadistico

correspondiente.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados del Objetivo General 1
Estudiar la posible relacion entre la expresion de los genes de HERV-K en la patologia
hemato-oncolégica Leucemia Linfoide Croénica (LLC).

4.1.1. Objetivo especifico 1: Puesta a punto de la metodologia de RT-PCR para la obtencion
de todos los genes de HERV-K (env, gag, pol, rec y np9).

Luego de evaluar diferentes condiciones de tiempos y temperaturas de ciclado por PCR
convencional, se logré la puesta a punto de las condiciones que permiten una éptima
obtencién de los genes de HERV-K en forma independiente. En la figura 9 se observan los
productos de amplificacion para cada gen de HERV-K (gag, pol, env, np9 y rec), luego de la
corrida por electroforesis en gel de agarosa. Los resultados de esta figura corresponden a la
amplificacibn de cada gen de HERV-K con las condiciones finales optimizadas (ver
Materiales y Métodos), donde se utiliz6 como molde ADNc de PBMC de un paciente de LLC
con perfil IgVH-M, un paciente con perfil IgVH-NM, PBMC de un donante sano, y un control
negativo. Se obtuvo producto de amplificaciébn en todas las mezclas de reaccién que
contenian ADNc como molde y conforme a lo esperado, no se obtuvieron productos de
amplificacién en las mezclas de PCR donde se sustituyé el ADNc por agua para la reaccion

del control negativo (Ver figura 9).
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Figura 9. PCR cualitativa para los genes gag, pol, env, rec y np9 de HERV-K. En la figura se observa el
esquema de una secuencia proviral completa de HERV-K y los resultados de las corridas electroforéticas en
geles de agarosa de los productos de amplificacion por PCR para cada uno de sus genes en forma
independiente. Los genes rec y np9 se producen por splicing alternativo del gen env, y por este motivo se ubican
en la misma columna. Mut: Paciente con LLC perfil IgVH-M, NM: LLC perfil IgVH-NM, Sano: PBMC de un
donante sano, y C-: Control Negativo de la reaccién. Se especifica el tamafio en pares de bases (pb) para cada

una de las regiones amplificadas.

4.1.2. Objetivo especifico 2: Cuantificar los niveles de expresion relativa de los genes np9 y
gag de HERV-K en muestras de pacientes con LLC (perfil IgVH-M y IgVH-NM) con respecto
a muestras de donantes sanos.

Diferentes estudios que, mediante el uso de tecnologia de secuenciacion masiva, han
escaneado la presencia de una expresion viral a nivel de ARN en LLC humana, no han dado
evidencias de un posible candidato viral exdgeno como agente etiol6gico de esta
enfermedad (Rego N, et al.,, 2012). Con motivo de profundizar en el conocimiento de las
bases que rigen este desorden hemato-oncogénico, y considerando el incremento de

estudios que asocian un rol de retrovirus enddgenos con leucemia, en esta parte del
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proyecto se estudio el nivel de expresion de los genes np9 y gag de HERV-K en muestras de
pacientes con LLC y muestras de donantes sanos mediante PCR a tiempo real.

En este estudio se evalud el nivel de expresion de los genes np9 y gag en 25 muestras de
pacientes con LLC (14 con perfil IgVH mutado y 11 con perfil IgVH no mutado) y se compar6
con el nivel de expresion de 6 muestras de PBMCs provenientes de donantes sanos. En
primer lugar se evalué el nivel de expresion para el gen np9, el gen putativo oncogénico que
deriva del splicing alternativo del gen env en los HERV-K tipo | (ver Fig. 10A), y
posteriormente se evalué una regidbn del gen gag que codifica para las proteinas

estructurales de la capside (CA), matriz (MA) y nucleocépside (NC) (ver Fig.10B).

El presente estudio di6 como resultado que la actividad transcripcional del gen np9 de
HERV-K fue mayor en las muestras de los pacientes de LLC que en las muestras de PBMCs
de los donantes sanos. Los resultados revelan que 18 de los 25 pacientes con LLC (el 70%
de los pacientes con LLC) expresan el transcripto np9 al menos cinco veces mas que el

promedio de los PBMCs de los donantes sanos evaluados (Fig. 10A).

Por otro lado, el andlisis de los resultados del nivel de expresién del gen gag revel6 que 8 de
los 25 pacientes con LLC (el 32% de los pacientes con LLC) expresan al menos dos veces
mas el gen gag en comparacion con los donantes sanos (Fig. 10B). Solamente dos muestras
de LLC de perfil IgVH-M presentaron un nivel de expresién del gen gag al menos cinco veces

mayor respecto al promedio del nivel de expresion de los donantes sanos (Fig. 10B).

Tanto para el analisis de np9 como de gag, se puede observar una importante variabilidad en
los niveles de expresion entre los pacientes con LLC. No se obtuvo diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion relativa de ambos genes entre los
subgrupos de pacientes con perfil IgVH-M y perfil IgVH-NM (p=0.65 para el gen np9 y p=0.09

para el gen gag).
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Figura 10. Niveles de expresion relativa de los transcriptos np9 y gag de HERV-K en pacientes con LLC
con perfil de genes VH de las inmunoglobulinas mutados y no mutados. (A) Expresion relativa del gen np9
de HERV-K de pacientes con LLC (Mutados y No Mutados) con respecto al promedio del nivel de expresion
relativa de np9 de los donantes sanos. (B) Expresion relativa del gen gag de HERV-K de pacientes con LLC
(Mutados y No Mutados) con respecto al promedio del nivel de expresion relativa de gag de los donantes sanos.
Se utilizé el nivel de expresion del gen gapdh para normalizar los valores de expresién de ambos genes de

AACt

HERV-K. Se grafican los resultados del calculo de 2 obtenidos por PCR a tiempo real. La linea punteada se

corresponde al valor maximo de expresion de np9 (A) y gag (B) obtenido de los donantes sanos a modo de
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calibrador negativo. Las barras de error verticales representan el maximo valor para cada muestra de paciente

con LLC medido por duplicado.

4.1.3. Objetivo especifico 3: Cuantificar la expresion del gen celular c-myc en las muestras
de LLC y en muestras de donantes sanos y evaluar una posible relacién significativa con los

niveles de expresion del gen np9 de HERV-K.

Se ha reportado que la proteina Np9 codificada por los HERV-K de tipo | presenta un
dominio de unién a la proteina en dedos de zinc de la leucemia promielocitica (PLZF por su
sigla en inglés). Es conocido que esta interaccion suprime la funcién de PLZF como represor
transcripcional del proto-oncogen c-myc, resultando en la sobreproduccion de este factor de
transcripcién y consecuentemente en la induccion de la proliferacion celular (Denne M, et al.,
2007). Considerando la consecuencia de esta interaccion, nos resulté interesante evaluar si
existe una posible relacién entre el nivel de expresién del gen np9 de HERV-K con el nivel de
expresion del gen celular c-myc en las muestras de pacientes con LLC y en donantes sanos.
Las muestras analizadas se agruparon en tres subgrupos: pacientes de LLC con un elevado
nivel de expresion del gen np9 (mayor a cinco veces respecto a los donantes sanos),
pacientes de LLC con un nivel de expresién de np9 medio (menor a cinco veces respecto a
los donantes sanos), y el subgrupo de los donantes sanos. En la figura 11 se puede observar
el grafico donde se ven representados los valores obtenidos por PCR a tiempo real del nivel

de expresion relativa del gen c-myc (ACt) para cada uno de los subgrupos mencionados.

Las diferencias en los niveles de expresion del gen celular c-myc para los pacientes con LLC
con alto y bajo nivel de expresién del gen np9 de HERV-K no resultaron estadisticamente
significativas (p=0.19). Tampoco lo fueron las diferencias entre estos grupos con respecto al

nivel de c-myc que expresan los donantes sanos (ver Fig.11).
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Figura 11. Expresion relativa del gen celular c-myc en PBMCs de pacientes de LLC con alto y bajo nivel de
expresion del gen np9 de HERV-K y en humanossanos. Los niveles de expresion de c-myc se normalizaron
con el nivel de expresion del gen constitutivo gapdh siguiendo el método ACt. Las barras horizontales representan
la mediana y las barras de error el rango intercuartil. No hay diferencias significativas (p=0.19) en la expresion del

gen c-myc entre los subgrupos analizados.

4.1.4. Objetivo especifico 4: Estudiar la variabilidad genética del gen np9 en pacientes con

LLC y en donantes sanos mediante aproximaciones bioinformaticas.

A fin de determinar la variabilidad genética del gen np9 completo se realiz6 la amplificacion y
posterior secuenciacion para 4 muestras de PBMC de donantes sanos, 4 muestras de
PBMCs de pacientes con LLC perfil IgVH-M y 6 muestras de PBMCs de pacientes con LLC
perfil IgVH-NM. Luego de obtener las secuencias se realiz6 el analisis bioinformatico de las
mismas con respecto a tres secuencias de np9 de referencia encontradas en la base de
datos del Gene Bank.

El principal resultado que deriva del andlisis bioinformatico de las secuencias de np9
obtenidas es que se trata de una secuencia de 225 pb altamente conservada. Su traduccion
a la forma aminoacidica de Np9 dio un tamafio de 74aa lo cual se corresponde a una masa

molecular de 8.7kDa tal cual lo reportado para otras secuencias de Np9.
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No se encontraron diferencias nucleotidicas que sean caracteristicas de alguno de los
subgrupos analizados (muestras de pacientes con LLC perfil de IgVH-M, perfil IgVH-NM y
donantes sanos). Si se detecto la presencia de dos posibles polimorfismos y tres mutaciones

que se describen a continuacion:

El andlisis detallado del cromatograma para cada secuencia obtenida permitié detectar que
para dos sitios nucleotidicos (la posicion 38 y 199 del gen np9) todas las secuencias
presentaron dos picos superpuestos cuya traduccién da lugar a cambios aminoacidicos:

-En la posicién nucleotidica 38 se observan dos picos superpuestos, uno correspondiente a
una Guanina (G) y otro a una Adenina (A). La traduccién del codén donde se ubica este sitio
nucleotidico da lugar a una Arginina-R- (aminoacido polar, hidrofilico, con carga positiva) o

una Glutamina-Q-(aminoacido polar, hidrofilico con carga negativa) respectivamente.

-En la posicién nucleotidica 199 se observa tanto una Guanina (G) como una Adenina (A), y
la traduccién del codbn en que esta base se encuentra da lugar a una Glicina-G-
(aminoacido alifatico, neutro) o una Arginina-R- (aminoacido polar, hidrofilico, con carga

positiva) en la posicion 67 de la cadena aminoacidica.

La observaciébn de estos dos picos superpuestos en el cromatograma para todas las
muestras amplificadas y secuenciadas podria estar significando la presencia de posibles
polimorfismos fijados en la poblacion. En la figura 12 se observa como se visualizan los picos
en el cromatograma para cada sitio nucleotidico mencionado, y en la tabla 3 se resumen los

cambios aminoacidicos que derivan de su traduccion.

43



Figura 12. Cromatograma de las posiciones nucleotidicas 38 y 199 de la secuencia del gen np9 de HERV-
K. En la figura se observan las regiones nucleotidicas donde se detecto la presencia de posibles polimorfismos en
el analisis de los cromatogramas. Se visualizan los picos superpuestos en la posicion nucleotidica 38 (A) y 199
(B) de una de las secuencias obtenidas posterior a la amplificacion del gen np9 completo de HERV-K.

Tabla 3. Posibles polimorfismos obtenidos en la secuencia nucleotidica del gen np9 y el cambio

aminoacidico que deriva de su traduccion.

Secuencia nucleotidica np9 |Secuencia aminoacidica
(225pb) Np9 (75aa)
G38A R13Q
G199A G67R

Se detectdé ademas una mutacion de una Adenina (A) por una Citosina (C) en la posicion 217
de todas nuestras secuencias en comparaciéon con las secuencias obtenidas en el banco de
datos. La traduccién de este sitio genera un cambio aminoacidico de una Metionina-M
(aminoacido neutro, no polar, hidrofébico), por una Leucina-L (también neutro, no polar,
hidrofébico).

Otro aspecto que se deriva del andlisis bio-informético de la secuencia que codifica para la
proteina Np9, es que las dos Ultimas bases previas al codon stop (TAA) en algunas muestras
son Guanina + Timina (GT), y otras muestras presentan una Adenina + Citocina (AC). El
codon con GT da lugar al aminoacido Cisteina-C-(aminoacido polar, hidrofébico, neutro), y el

coddn con AC se traduce en una Tirosina-Y-(aroméatico, hidrofébico, neutro). Asimismo, la
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secuencia de uno de los donantes sanos presentd una mutacion en la posicién 191 (G191C),
cuya traduccion pasa de una Serina-S- a una Treonina-T-, ambos aminoacidos polares,
hidrofilicos y neutros.

En la figura 13 se observa el alineamiento de las secuencias obtenidas para todas las

muestras analizadas y se enmarcan los cambios (polimorfismos y mutaciones) encontrados
(ver Fig. 13).
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Ref EP2402447 ATG ALC CCL TCG GAG ATGE CLL
Ref W0O2006103562
Ref Wang 2007
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Ref WO2006103562
Ref Wang 2007
Sano 1
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REef EF2402447 AGR TCA GAT TGT TAC TGT GIC TGT GIA GAL AGR AGT AGR CAT |GGG| AGR CTIC CAT TIT GIT AIG||TIGT| TAA
Ref WO2006103562 W mme was mew e war mew wwr mew wws saw s wwe |sew| wws sww

Ref Wang 2007 e T e -
Sano 1 . R . |C..
Sano 3 . R . |C..
Sano 4 T S R T S |
Sano & . BR..| .E. . |C..|]AC
LLC Mut 1 . Rl PR S |
LLC Mut 2 . R.. . |C..||AC
LLC Mut 3 . |R.. . |C..||.AC
LLC Mut 4 . |R.. . |C..||.AC
LLC WoMut 1 . R.. RN S | .
LLC NoMut 2 . |R.. . |C..||.AC
LLC NoMut 3 . |R.. . |C..||.AC
LLC WoMut 4 . Rl . |C..||.AC
LLC WoMut 5 . R.. . |C..||AC
LLC NoMut & A . c..

Figura 13. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen np9 de HERV-K. En la figura se muestra el alineamiento obtenido a partir de la
amplificacion por PCR cualitativa y posterior secuenciacion bidireccional de 14 muestras de PBMCs (4 de donantes sanos, 4 de pacientes con LLC perfil IgVH-
Mutado, y 6 de pacientes con perfil IgVH-NoMutado). Nuestras secuencias fueron alineadas con tres secuencias de referencia (Ref) obtenidas de la base de
datos del Gene Bank. Se remarcan en color verde los codones donde se detectaron posibles polimorfismos (posiciones 38 y 199) y en rojo los codones donde

se detectaron mutaciones puntuales (posiciones 217 y 221-222).
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4.2. Resultados del Objetivo General 2

Destacando el rol de los centromeros como sitios claves que aseguran una correcta funcion
en la mitosis y meiosis, es importante considerar que un mal funcionamiento en estos sitios
puede dar lugar a una incorrecta segregacion de los cromosomas al momento de la divisién
celular. Incluso se ha visto que existen zonas puntuales en el genoma humano, los
denominados “puntos de ruptura evolutivos” (EB por su sigla en inglés) muy susceptibles a
un quiebre de las dos hebras de ADN. El quiebre en estas zonas puntuales del genoma
origina los rearreglos cromosémicos muy frecuentemente asociados a enfermedades
(deleciones, translocaciones inversiones, etc). Lo interesante de estos EB es que el estudio
de su secuencia evidencié que se trata de una distribucibn conservada de elementos
repetitivos (repetidos alfa) ricos en secuencias LINES, y de retrovirus endégenos (ERVS), es
decir muchos de los EB se corresponden con secuencias tipicas centroméricas (Murphy WJ,
et al., 2005). La leucemia linfoide crénica presenta ciertas aberraciones cromosomicas
diferenciales, y por tal motivo, nos resulta interesante intentar responder a la pregunta de si
existe algun patron que caracterice la estructura del centrémero de células de LLC una vez

comparadas con muestras de humanos sanos.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de nuestro segundo objetivo general
propuesto: Determinar si existe algun patrén diferencial en la abundancia de repetidos alfa y
secuencias de HERVs (K111) en los centrémeros de una linea celular de LLC (CLL-AT) y su

comparacion con donantes sanos.

4.2.1. Objetivo especifico 1: Puesta a punto de la metodologia de PCR a tiempo real para

obtener las secuencias centroméricas de repetidos alfa de manera cromosoma-especifica.

Se realizo el disefio de los primers especificos que permitieran la amplificacién de los
repetidos alfa correspondientes a cada uno de los cromosomas de forma independiente
mediante PCR a tiempo real. Posteriormente se realiz6 la puesta a punto de las condiciones
de tiempos y temperaturas necesarias que permitieron la obtencion de estas secuencias en
forma independiente. Es importante destacar que cada reaccion de PCR se realizd
evaluando todos los cromosomas humanos de manera independiente utilizando ADN de un
sistema hibrido humano/raton el cual contiene el genoma de raton y un solo cromosoma

humano por separado.
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En la figura 14 se observan los resultados de las PCR a tiempo real para los repetidos alfa

de cada uno de los 24 cromosomas humanos.

Como se puede observar en la figura, para los cromosomas 1, 2, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 16, 20,
22, X e Y se observan unicamente dos curvas de amplificacion aproximadamente en el ciclo
16 del ciclado de la PCR, una correspondiente a la amplificacién del cromosoma de interés y
la otra correspondiente al control positivo que contiene al ADN humano normal. Este
resultado es coherente a lo esperado ya que, al colocar ADN hibrido humano/raton de los 24
cromosomas humanos por separado para cada una de estas reacciones, se esperaria
obtener producto de amplificaciébn Unicamente en las mezclas donde se colocé el ADN
hibrido que contiene el cromosoma humano esperado, y del control positivo que contiene

ADN de humano normal (ver Fig. 14).

Para el caso de los cromosomas 4, 5, 9, 10, 13, 15, 17 y 18 se obtuvo un tercer producto de
amplificacién ciclos mas tarde al de los productos esperados. La lectura de este tercer
producto que podriamos llamar “inespecifico” puede eliminarse elevando el nivel del valor
umbral en los gréaficos obtenidos. De esta forma se continla teniendo una amplificacion

centromérica especifica para el cromosoma de interés (ver Fig. 14).

En el caso de los repetidos alfa de los cromosomas 14, 19y 21, se obtuvieron tres curvas de
amplificacién juntas imposibles de separar modificando el nivel del valor umbral.
Naturalmente es de esperar que el repetido alfa del cromosoma 14 es casi idéntico al del
cromosoma 22 y por eso se amplifican juntos al utilizar el par de primers D1471/D2271; el
centromero del cromosoma 19 es casi idéntico al cromosoma 5 y se amplifican juntos frente
al par de primers D19Z5; y el repetido alfa del cromosoma 21 es casi idéntico al del
cromosoma 13 y se obtienen juntos cuando se utiliza el par de primers D21Z1 (ver Fig. 14).

El juego de primers P82H permite la amplificacion de los repetidos alfa centroméricos de

todos los cromosomas humanos juntos (ver Fig. 14)

Posterior a la puesta a punto de las condiciones de amplificacion de los repetidos alfa
cromosoma-especificos por PCR a tiempo real, y a fin de realizar las curvas estandar para la
cuantificacion absoluta, los productos obtenidos fueron separados electroforeticamente en un
gel de agarosa tefido previamente con EtBr. En la figura 15 se observan los resultados
obtenidos luego de la electroforesis donde se tomaron fotos del gel con luz UV y se cortaron
las zonas donde se ubicaron las bandas de amplificacion de aproximadamente 120 pb. En

concordancia con los gréficos recientemente descriptos (ver Fig. 14), determinados juegos
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de primers (los de los cromosomas 14, 19 y 21) amplifican secuencias de repetidos alfa en
otros cromosomas humanos ademas del esperado, lo que se puede visualizar en el gel con
la presencia de mas de una banda. En todas las reacciones se obtuvo banda en el control
positivo, y no se observa producto de amplificacion para los controles negativos realizados
(ver Fig. 15).
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Cromosoma X (DXZ1) Cromosoma Y (DYZ1)

Todos los cromosomas (P82H)

Figura 14. Curvas de amplificacion de repetidos alfa para cada cromosoma humano obtenidas por PCR a
tiempo real. Se grafican los resultados del ARn (sefial de fluorescencia reportada — linea de base) en funcion del
namero de ciclos de la PCR para cada juego de primers utilizado, o lo que es lo mismo, para cada centromero
cromosoma humano especifico (especificado debajo de cada grafico). Los colores de las curvas de amplificacion

se corresponden a cada muestra de ADN (hibrido humano-ratén y controles) colocada en cada mix de PCR.
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Figura 15. Visualizacién de los productos de amplificacion de los repetidos alfa para cada juego de
primers utilizado. En la figura se observan los productos obtenidos por PCR a tiempo real luego de su corrida
electroforética en un gel de agarosa al 2% tefiido previamente con EtBr. A la izquierda del gel se especifica el
juego de primers empleado por reaccion para los cromosomas los cuales fueron disefiados. Ladder: marcador de
peso molecular 100pb (Thermo Scientific GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder). Del 1 al Y: producto de reaccion
donde se coloc6 el ADN de la linea celular hibrida humano/ratén en orden, desde el cromosoma humano 1 al
cromosoma 22, luego el X y por ultimo la linea que contiene el cromosoma humano Y. Mouse: control negativo
con ADN de raton. Hamster: control negativo con ADN de hamster. Human: Control positivo con ADN humano.
Negative: control negativo con agua en lugar de ADN. Las bandas se corresponden a un tamafo de

aproximadamente 120 pb.

En la tabla 4 se describe un resumen de los resultados obtenidos luego de la puesta a punto
de las condiciones para las PCRs a tiempo real que permiten la amplificacién de los
repetidos alfa centroméricos en forma cromosoma-especifica. Se especifica el nombre de los
primers utilizados, los cromosomas para los cuales el set de primers fue disefiado con el fin
de amplificar su repetido alfa en forma especifica, y las condiciones del nimero de ciclos y
temperatura de hibridacion de los primers puestas a punto en el presente trabajo (ver Tabla
4).
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Tabla 4. Nombre de los primers y condiciones de amplificacidon para cada repetido alfa centromérico.

Protocolo de PCR Condiciones PCR
Repetido Alfa Cromosoma a tempo real Cromosoma (ciclos, hibridacidn

exitoso detectado o —
D1Z5¢ 1 si 1 25, 60°C
D271 2 si 2 20, 60°C
D371 3 si 3 20, 60°C
D471 4 si 4 16, 62°C
D571 > si 5 16, 60°C
D671 6 si 6 20, 60°C
D722 7 si 7 20, 61°C
D872 8 si 8 25, 60°C
D9Z4 9 si 9 16, 62°C
D1071 10 si 10 18, 62°C
D1171 11 si 11 25, 60°C
D1273 12 si 12 16, 56°C
D1371 13 no 13,21 20, 61°C
D1471/D2271 14,22 si 14, 22 20, 60°C
D15Z3 15 si 15 22, 64°C
D1672 16 si 16 25, 60°C
D1771 17 si 17 20, 61°C
D1872 18 si 18 20, 62°C
D1975 19 no 19, 22 25, 60°C
D20Z2 20 si 20 25, 60°C
D2171 21 no 21,13 20, 62°C
D2274 22 si 22 25, 60°C
DXZ1 X si X 25, 60°C
DYZ3 Y si Y 25, 60°C
P82H todos si todos 25, 60°C
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4.2.2. Objetivo especifico 2: Cuantificar la abundancia de repetidos alfa y de retrovirus
endodgenos humanos (K111) en los centromeros de la linea celular de leucemia linfoide
cronica (CLL-AT) y células de pacientes sanos. Evaluar si existen diferencias significativas

en la estructura centromérica entre ambos grupos.

Se realizo la cuantificacién absoluta del numero de repetidos alfa por PCR a tiempo real
empleando el método de curva de calibracion estandar. Estos estudios evidenciaron la
existencia de diferencias estadisticamente significativas en el nimero de repetidos alfa
centroméricos para ciertos cromosomas entre la linea celular de LLC (CLL-AT) vy las
muestras de ADNs proveniente de humanos sanos (ver Fig. 16). Mas especificamente y
considerando el andlisis estadistico realizado cromosoma por cromosoma se obtuvo los

siguientes resultados:

a) Para los cromosomas 1, 2, 8 y 20 grandes diferencias en el numero de repetidos alfa de la
linea CLL-AT fueron notadas en comparacion a las muestras provenientes de donantes
sanos. Estas diferencias fueron de gran significancia estadistica (sefialado con tres
asteriscos en la Fig. 16). Asimismo, se puede observar que para el caso de los cromosomas
1, 2 y 8 de CLL-AT el nimero de repetidos alfa fue menor a lo encontrado en las muestras
provenientes de donantes sanos, mientras que para el cromosoma 20 el namero de
repetidos alfa fue mayor en CLL-AT.

b) Para el caso de los centromeros de los cromosomas 5, 9 y X la diferencia en el nUmero de
repetidos alfa entre CLL-AT y los humanos sanos fue asi mismo significativa pero a un
menor grado (sefalada con dos asteriscos en la figura 16). Los cromosomas 5y 9 dieron un
numero de secuencias de repetidos alfa menor en CLL-AT, mientras que para el cromosoma
X este valor fue mayor en CLL-AT con respecto a los humanos sanos. En el caso de la
variacion observada de los repetidos alfa del cromosoma X, este analisis indica que la linea
celular CLL-AT proviene de una mujer, con dos cromosomas X, en comparacion con las
células de donantes sanos que provienen de hombres con un solo cromosoma X

respectivamente.

c) Para el caso de los centrémeros de los cromosomas 7, 10, 12 y 18 la diferencia en el
namero de repetidos alfa encontrado entre la linea célular CLL-AT y las muestras
provenientes de donantes sanos fue significativa mayor aunque a una menor escala (un

asterisco).
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d) Debido al hecho de que la linea celular utilizada se trata de células provenientes de una
mujer con leucemia linfoide crénica, no se pudo realizar el estudio del numero de de

repetidos alfa para el cromosoma Y.

e) Para los cromosomas 3, 4, 6, 11, 12, 15, 16, 17, 19, 21 y 22 no se obtuvo diferencias

estadisticamente significativas en el nimero de repetidos alfa centroméricos entre los grupos

10+ 3 CLL-AT
e E= Prom. Hum. Sanos
_*
8— wEE &R - " i
. 3

= k3
0
g‘j EEE M
c 64 _
=
Lo
— &
o
o
O
g 4-
H
[}]
(=]
|

E-

D-. L L Ll Ll

NS R B A D D0 N D D0 A0 A DD AN ) A
OO O O OV O O O GGG o G O O O GG O G G- O G

evaluados (Ver Fig. 16).

Figura 16. Cuantificacién absoluta por PCR a tiempo real de repetidos alfa centroméricos cromosoma-
especificos en una linea celular de LLC (CLL-AT) y en humanos sanos. En la figura se grafica el logaritmo
del nimero de copias de secuencias de repetidos alfa cromosoma por cromosoma cuantificados cada 50ng de
ADN de la linea celular de LLC (CLL-AT) y de humanos sanos. Cada reaccién se realizé por duplicado. Las
barras verticales claras corresponden al valor obtenido para la linea celular de LLC. Las barras verticales oscuras
corresponden al promedio de la cuantificacion de tres muestras de humanos sanos con su desviacién estandar
correspondiente. Se especifican los resultados del analisis estadistico test-T no-pareado de dos colas realizado:
p~0.0001(***) gran diferencia significativa, p~0.001 (**) diferencia muy significativa, p~0.01(*) diferencia

significativa.
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Con respecto al andlisis del numero de secuencias de HERVs-K111 insertos en los
centromeros de los cromosomas humanos, se pudo determinar que el nidmero de K111
cuantificados en la linea celular CLL-AT fue menor, con una alta significancia estadistica
(p~0.0001) respecto al numero de K111 obtenido en los humanos sanos (ver Fig. 17).
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Figura 17. Cuantificacion absoluta por PCR a tiempo real de HERVs centroméricos (K111) en una linea
celular de LLC (CLL-AT) y en humanos sanos. En la figura se grafica el logaritmo del nimero de secuencias de
retrovirus endégenos humanos (K111) insertos en los centromeros de los cromosomas de la linea celular CLL-AT
y de humanos sanos. Cada reaccién se realiz6 por duplicado. La barra vertical clara corresponde al valor
obtenido para la linea celular de LLC. La barra vertical oscura corresponde al promedio de la cuantificacion de
tres muestras de humanos sanos con su desvio estandar correspondiente.p~0.0001(***) gran diferencia

significativa entre ambos grupos.
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5. DISCUSION

Hoy en dia los esfuerzos por comprender las bases moleculares que estan implicadas en la
génesis y el desarrollo de enfermedades oncoldgicas son cada vez mayores. De la misma
forma, cada vez aumentan los reportes que describen una asociacion entre los HERVs y
enfermedades del tipo neuroldgicas, autoinmunes y céncer (Lower R, 1999). Varias
evidencias reportan un aumento de expresion tanto a nivel transcripcional como traduccional
de los HERVs en una gran variedad de canceres entre los cuales se encuentran leucemias y
linfomas (Contreras-Galindo R, et al., 2008; Depil S, et al., 2002; Iwabuchi H, et al., 2004;
Romanish MT, et al., 2010). Recientemente se han encontrado cientos de provirus de HERV-
K distribuidos en las regiones centroméricas de al menos 15 cromosomas humanos
denominados “K111” (Contreras-Galindo R, et al., 2008; 2012). La compleja organizacion de
secuencias repetitivas que conforman los centrémeros humanos asi como la deteccién de
los K111 insertos en ellos, hacen el acceso a la informacion de los centrdomeros un
verdadero desafio. Esto es aun mas interesante si se considera a los centromeros como el
locus cromosomal esencial para la segregacion de los cromosomas y la estabilidad del
genoma (Aldrup-MacDonald & Sullivan, 2014).

En vistas del potencial que tienen los HERVs en contribuir en enfermedades hemato-
oncoldgicas y el rol fundamental de los centrdmeros para asegurar una correcta segregacion
de la informacion genética al momento de la division celular, el presente proyecto de
maestria profundiz6 en el estudio de los HERVs y la estructura de repetidos alfa

centroméricos en la leucemia linfoide crénica (LLC).
¢ Por qué elegimos a la LLC como modelo de estudio?

Porque se trata del tipo de leucemia mas frecuente en occidente entre las poblaciones
adultas de origen caucésico. Actualmente la ausencia de mutaciones a nivel de los genes
gue codifican para las cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IgVH) constituye el principal
indicador de mal prondstico en estos pacientes. Los progresos obtenidos en el tratamiento
hacen que frecuentemente se observen remisiones, incluso a nivel molecular, pero la
mayoria de los pacientes recaen y existe consenso de que esta enfermedad es incurable
(Damle RN, et al.,1999; Hamblin TJ, et al., 1999; Vasconcelos Y, et al., 2003). Asimismo
cabe mencionar que si bien se han logrado importantes avances en materia de conocimiento

de la enfermedad, los sistemas de clasificacion de Rai/Binet y los marcadores moleculares
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que hoy en dia se evaltan (perfil mutacional de las IgVH, aberraciones cromosomicas,
expresion de ZAP-70 y CD38, entre otros) no son capaces de predecir completamente la
progresion de la enfermedad y/o de explicar el perfil de progresion heterogéneo en el curso
clinico de la LLC (Dighiero & Hamblin., 2008; Palacios F, et al., 2010).

En este contexto, se plantearon para el presente proyecto de maestria dos objetivos
diferentes pero complementarios. A continuacién se discuten los resultados obtenidos en

funcion de los objetivos propuestos.

5.1. Con respecto al objetivo general 1: Estudiar la posible relacién entre la expresion de
los genes de HERV-K en una patologia hemato-oncolégica como es la Leucemia Linfoide
Crénica (LLC).

Como se menciond anteriormente, cada vez son mas la evidencias que reportan una
activacion de los HERV-K (HML-2) en una gran variedad de canceres como son el cancer de
ovario (Iramaneerat K, et al., 2011; Wang-Johanning F, et al., 2007), de mama (Ejthadi HD,
et al., 2005; Wang-Johanning F, et al., 2003), melanomas (Buscher K, et al., 2006; Serafino
A, et al.,2009; Singh S, et al., 2009) , prostata (Goering W, et al., 2011; Ishida T, et al., 2008),
linfomas y leucemias (Contreras-Galindo R, et al., 2008; Depil S, et al., 2002; lwabuchi H, et

al., 2004), entre otros.

Son varios los mecanismos por los cuales los HERVs podrian estar promoviendo el
desarrollo de enfermedades oncoldgicas. La activacion de sus genes puede resultar en
efectos oncogénicos por la produccién de proteinas codificadas por los HERVs (como Rec y
Np9) o en la activacion transcripcional de diferentes oncogenes celulares (Romanish MT, et
al., 2010). No debemos olvidar ademas la presencia de los elementos “solo LTR” dispersos
en nuestro genoma otorgandole cierto grado de complejidad al mismo debido a su funcion

promotora de la transcripcion (Cohen CJ, et al., 2009).

Por lo antedicho, en este proyecto nos planteamos estudiar tanto la expresion de gag como
la expresion de la oncoproteina np9 en pacientes con LLC con perfil IgVH mutado y no
mutado, y comparar esta expresion con la encontrada en donantes sanos. A continuacion se

discuten los resultados obtenidos para cada objetivo especifico planteado:
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5.1.1. Objetivo especifico 1: Puesta a punto de la metodologia de RT-PCR para la obtencion
de todos los genes de HERV-K (env, gag, pol, rec y np9)

En una primera instancia nuestro trabajo se centrd6 en realizar la puesta a punto de
metodologias moleculares que permitieran la deteccion de la expresion de los diferentes
genes de HERV-K mediante RT-PCR. Utilizando protocolos previamente descritos por otros
autores, se procedi6 a la puesta a punto en nuestro laboratorio de la RT-PCR para la
amplificaciéon de los ARNm provenientes de los genes gag (Depil S, et al.,, 2002), pol
(Medstrand P, et al., 1992) env (Zhao J, et al., 2011) rec (Gonzalez-Hernandez MJ, et al.,
2012) y np9 (Gonzalez-Hernandez MJ, et al., 2012).

Con este fin se utilizaron dos lineas celulares (Jurkat y Daudi), en las cuales ya habia sido
previamente reportada la expresion de todos los genes de HERV-K estudiados

(Renaudineau Y, et al., 2005), asi como una muestra proveniente de un donante sano.

Los resultados nos muestran la exitosa puesta a punto de todas estas metodologias ya que
se pudo amplificar mediante RT-PCR todos los genes pertenecientes a HERV-K. Como era
de esperarse, se obtuvo sefial positiva en las muestras pertenecientes a las lineas celulares.
Por otra parte existe una idea consenso de que los HERVs presentan un nivel de expresion
basal en varios tipos de células humanas sanas (Armbruester V, 2002; Flockerzi A, et al.,
2008). Nuestro resultado es una prueba mas a esta afirmacion dado que obtuvimos producto
de expresion de todos los genes de HERV-K (gag, pol, env, np9 y rec) para las reacciones
donde se afiadié6 ADNc proveniente de PBMCs del donante sano seleccionado al azar.

5.1.2. Objetivo especifico 2: Cuantificar los niveles de expresion relativa de los genes np9 y
gag de HERV-K en muestras de pacientes con LLC (perfil IgVH-M y IgVH-NM) con respecto

a muestras de donantes sanos.

A fin de poder cumplir con este objetivo se realiz6 la cuantificacion de los niveles de
expresion relativa de los genes np9 y gag de HERV-K mediante PCR en tiempo real. Se
realizo la amplificacion de 14 muestras de ADNc pertenecientes a pacientes con LLC de
perfil IgvVH-M, 11 muestras de ADNc pertenecientes a pacientes con LLC IgVH-NM y 6
muestras de ADNc de donantes sanos. Las medidas fueron realizadas por duplicado y se

implementé la metodologia del delta-delta Ct para evaluar los resultados.
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A partir de nuestros resultados se evidencia que la actividad transcripcional de np9 en
pacientes con LLC fue mas alta que en los PBMC provenientes de donantes sanos. Los
resultados revelan que 18 de las 25 muestra analizadas (70% de los pacientes con LLC)
expresan el gen np9 de HERV-K al menos cinco veces mas que lo que expresan las células
de los donantes sanos.

Segun lo reportado en la literatura, np9 es sobreexpresado tanto en muestras pertenecientes
a pacientes leucémicos, asi como en una gran variedad de lineas celulares leucémicas.
Chen y colaboradores identificaron a la proteina Np9 de los HERV-K tipo I, como un potente
oncogen viral que promueve el crecimiento de células madre/progenitoras leucémicas
humanas a través de la activacion de diferentes vias de sefializacion celular como la ERK,
AKT, Notchl, y B-catenina, siendo esta Ultima esencial para la sobrevida de células madre
leucémicas. En su trabajo se vio ademas que el silenciamiento de Np9 inhibe el crecimiento
de células leucémicas mieloides y linfoblasticas, mientras que la expresion de Np9 promueve
significativamente el crecimiento de células de leucemia tanto in vitro como in vivo. En su
estudio reportaron ademas que los titulos de la proteina Np9 fueron sustancialmente
elevados en pacientes con leucemia en comparacién con pacientes sanos (56% vs 4,5%).
Este hallazgo complementa los estudios que promueven la blsqueda de nuevas
perspectivas para comprender la etiologia de la leucemia humana y que proveen de nuevos
blancos para el tratamiento la enfermedad (Chen T, et al., 2013). Nuestros resultados
confirman entonces una vez mas la sobreexpresion de este oncogén de HERV-K asociado a

procesos hemato-oncolégicos.

Por otro lado, cuando se analizé la expresion relativa del gen gag observamos que solo un
33% de los pacientes con LLC expresan este gen al menos dos veces mas en comparacion
con los donantes sanos. Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis no coinciden
totalmente con los resultados publicados previamente por el grupo de Depil y colaboradores
en el 2002. Este grupo de investigacion evalué mediante PCR a tiempo real el nivel de
expresion del gen gag de HERV-K (HML-2) en ocho muestras de pacientes con leucemia (3
de LLC, 2 de LMC, 2 de LMA, y una LLA) y obtuvo que la actividad transcripcional del gen
gag fue de cinco a diez veces mayor en seis de las ocho muestras analizadas respecto a
PBMCs normales (las 3 de LLC, 2 de LMA y una de LMC) (Depil S, et al., 2002). Sin
embargo, nuestros resultados revelan que solamente dos de los 25 pacientes con LLC

analizados, exhiben una expresion del gen gag de al menos cinco veces mayor respecto a
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los donantes sanos. Creemos que las diferencias obtenidas pueden deberse principalmente
al bajo numero de pacientes estudiado por el grupo de Depil.Tanto en el caso del andlisis de
np9 como en el de gag, se observo una gran variabilidad entre los pacientes con LLC, no
observandose una diferencia significativa entre los subgrupos de pacientes LLC mutados y
no mutados (p=0,65 y p= 0,09 respectivamente). Asimismo, este resultado confirma la
presencia de un nivel de expresion basal (en bajo nivel y similar) de estos genes de HERVs
entre PBMCs provenientes de diferentes personas sanas.

Cabe mencionar que, de acuerdo con el objetivo de contribuir al conocimiento de las bases
moleculares que rigen de fondo la LLC, el estudio aqui realizado constituye el primer reporte
a nivel mundial de la sobrexpresion del gen np9 de HERV-K en sangre periférica de
pacientes con LLC (Fischer S, et al., 2014).

5.1.3. Objetivo especifico 3: Cuantificar la expresién del gen celular c-myc en las muestras
de LLC y en muestras de donantes sanos y evaluar una posible relacién significativa con los

niveles de expresion del gen np9 de HERV-K.

Es conocido que las proteinas Np9 y Rec, tienen un dominio de unién a la proteina en dedos
de zinc de la leucemia promielocitica (PLZF). Funcionalmente, PLZF es un represor
transcripcional de determinados genes, entre los cuales se encuentra el proto-oncogén c-
myc (Denne M, et al., 2007). Los detalles de la funcién especifica que tiene la proteina c-Myc
en las células continGan sin estar completamente entendidos, sin embargo, parece ser claro
que c-Myc es importante para el incremento de la masa celular asociada con la entrada de
las células en fase GO a su ciclo celular. Asimismo, c-Myc puede inducir las células a su
proliferacién, su control de sobrevida y diferenciacion (Patel JH, et al., 2004). Un estudio de
Larsson y colaboradores report6é que la induccion in vitro de células B de LLC de su fase GO
a G1 se vio acompafiada de un dramatico incremento en el nivel de expresion del gen c-myc
(Larsson LG, et al., 1991). Mas recientemente, Palacios y colaboradores reportaron que la
subpoblacion de linfocitos B proliferantes en LLC presenta altos niveles de las proteinas Ki-
67 y Bcl-2 y del ARNm de c-myc, sugiriendo el estado activado para este subset particular de
células B en LLC (Palacios F, et al., 2010). Considerando entonces el dominio de unién a
PLZF que presenta la proteina Np9 de HERV-K, esta union podria estar impidiendo la

represion del proto-oncogén c-myc por parte de PLZF. De ocurrir esta idea, se deberia
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esperar entonces que el producto de expresion de c-myc se viera aumentado en aquellas

células que presenten un elevado nivel de proteina Np9.

Es relevante aclarar que para nuestro estudio, el hecho de obtener una sobreexpresion del
gen np9 de HERV-K en el 70% de los pacientes con LLC analizados, no necesariamente se
debe corresponder a una sobreproduccion de la proteina Np9 en este grupo. De todas
formas, nos resultd interesante evaluar si las células donde se obtuvo elevados niveles de
expresion de np9 en LLC presentaban ademés un incremento del nivel de expresion del gen
celular c-myc. Para este andlisis reagrupamos las muestras en tres subgrupos: un subgrupo
correspondiente a los pacientes de LLC que dieron un elevado nivel de expresion del gen
np9 (mayor a cinco veces respecto a los donantes sanos); otro subgrupo correspondiente a
las muestras de pacientes de LLC cuyo nivel de expresién de np9 no fue tan elevado (menor
a cinco veces respecto a los donantes sanos); y un tercer subgrupo correspondiente a las
muestras provenientes de los donantes sanos. Se realizaron los estudios de expresion

relativa mediante una PCR en tiempo real.

Desafortunadamente nuestros estudios no mostraron diferencias significativas del nivel de
expresion del gen c-myc entre los tres subgrupos analizados (p=0,19). Comparando el
resultado obtenido con respecto al esperado, varias razones podrian estar explicando la

diferencia:

a) Una de las explicaciones posibles es que al estar trabajando con poblaciones de PBMC, el
namero de células que puedan estar sobre-expresando c-myc (por ejemplo las células B
pertenecientes a la subpoblacion proliferante) sea muy pequefio que no justifique un

resultado significativo al evaluar toda la poblacién de células en su conjunto.

b) Otra posible explicacion puede ser debido a que la sobreexpresion de c-myc a través de la
posible via de regulacion celular Np9-PLZF sea transitoria (Denne M, et al., 2007), y que
nuestras muestras no coincidan con el momento de un incremento en la expresién del proto-

oncogeén celular.

c) Es posible también que Np9 esté actuando, promoviendo la proliferacion celular, mediante
la interaccion con otra via de sefializacion. Se ha detectado que Np9, ademas de presentar
un dominio de union a PLZF, puede también unirse e interferir funcionalmente con el ligando

de la proteina X Numb, afectando la via de sefializacion celular Notch-Numb (Armbruester V,
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et al., 2004). Esta via se ha visto implicada en la regulacion de la proliferacion de células de
cancer de mama, prostata, leucemias y canceres de la linea germinal (Denne M, et al., 2007;
Beverly & Capobianco, 2003). Asimismo se han detectado modificaciones por parte de Np9

en otras vias de sefializacién como la B-catenina, ERK, y AKT (Chen T, et al., 2013).

d) Por ultimo podria ser que la sobreexpresion del ARNm de np9 de HERV-K no se
corresponda con un mayor nivel de produccion de la proteina Np9.

5.1.4. Objetivo especifico 4: Estudiar la variabilidad genética del gen np9 en pacientes con

LLC y en donantes sanos mediante aproximaciones bioinforméaticas.

A fin de poder establecer la presencia de variantes a nivel de la secuencia de np9 se realizé
la amplificacion mediante RT-PCR del gen np9 completo a partir del ADNc de 14 muestras
(10 de pacientes con LLC y 4 de donantes sanos). Posteriormente el producto de PCR fue

purificado y secuenciado.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las pocas secuencias disponibles en la
base de datos. Las secuencias encontradas en la base de datos del GenBank exhibieron
casi un 100% de similaridad con las secuencias de np9 de HERV-K obtenidas en el presente
proyecto. Es importante recordar que los HERVs que expresan np9 no son capaces de
expresar secuencias rec debido a la delecién de 292pb especifica de los HERVs-K tipo I. La
expresion de np9 es el resultado de la presencia de sitios dadores de splicing alternativo
producidos por un reemplazo en las posiciones nucleotidicas 6495 y 6496 de A y G de
HERV-K tipo I, por una T y A en los HERV-K tipo | (Armbruester V, et al., 2002; Mount SM,
1982).

El ensayo de PCR reveld, como era de esperar, la presencia de unas pocas variantes de la
secuencia de np9 que difieren en posiciones nucleotidicas y que estan asociadas con
cambios en la secuencia de aminoacidos una vez traducida su secuencia. Dos de estas
variaciones las proponemos como posibles polimorfismos del gen np9 de HERV-K presentes
en la poblacién humana. Se define a un polimorfismo genético a variantes en la secuencia de
un gen que han sido fijadas entre individuos de una poblacién. Considerando que nuestro
genoma presenta multiples copias de secuencias provirales de HERV-K, podria esperarse
que variantes de genes de np9 se hayan fijado en la poblacion. Asimismo, proponemos
como mutaciones puntuales a los tres cambios nucleotidicos restantes dado que estos

cambios han sido detectados en todas las muestras analizadas para el proyecto como la
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presencia de una Unica base en ese sitio diferente a las secuencias de referencia. Cabe
mencionar que las mutaciones detectadas no coinciden con el sitio de interaccion de la
proteina Np9 con PLZF, y tampoco pertenecen a alguna de las tres sefales de localizacion
nuclear de Np9 (NLS por su sigla en inglés) segun los datos reportados por Denne y
colaboradores (2007). Si bien no se obtuvo un marcador molecular caracteristico para las
muestras de los pacientes con LLC, la presencia de los posibles polimorfismos detectados
podria proveer de interesante informacion para realizar ensayos de los mecanismos

evolutivos asociados a la evoluciéon del genoma humano retroviral-asociado.

5.2. Con respecto al objetivo general 2: Determinar si existe algin patron diferencial en la
abundancia de repetidos alfa y secuencias de HERVs (K111) en los centrémeros de una

linea celular de LLC (CLL-AT) y su comparacion con donantes sanos.

Reordenamientos del genoma a gran escala como las translocaciones, inversiones y
deleciones de regiones cromosomales de varias megabases de largo, son caracteristicos de
la inestabilidad gendmica observada en diversos estados de patologias humanas (Longo
MS, et al.,, 2009). Por ejemplo, las translocaciones, a menudo resultan en desequilibrios
cromosémicos especificos de tumores que estan asociados con la oncogénesis en la
leucemia y tumores sélidos. El tamafio de estas regiones saltadoras varian entre los
pacientes, y la regién del genoma involucrada puede tratarse de oncogenes asociados a una
transformacién a estados avanzados en pacientes con leucemia y linfoma (Tanaka &
Kamada, 1998).

En la LLC las aberraciones cromosdmicas frecuentemente observadas producto de un
reordenamiento genético son: delecion en cromosoma 13q, trisomia 12, y deleciéon en
cromosoma 11qg. En menor frecuencia se observa la delecion en el cromosoma 17p que
afecta la proteina TP53. La presencia de la delecién en 17p o 119 es asociada a una mala
prognosis y predominan en estados avanzados de LLC y en pacientes con genes IgVH-NM,
mientras que la delecion en 13g o un cariotipo normal son asociadas con una buena
prognosis, estados iniciales de la enfermedad, y con genes IgVH-M. Existen controversias
sobre si la trisomia 12 se corresponde a un estatus no mutado y a una mal prognosis de la
enfermedad (Dighiero & Hamblin, 2008; Krober A, et al., 2002).

Cada uno de estos reordenamientos especificos, translocaciones intercromosomales,
deleciones o inversiones intracromosomales, requieren la ruptura de la doble cadena del

ADN. Varios estudios de andlisis del genoma completo detectaron que existen regiones, o
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sitios fragiles, muy susceptibles a una ruptura y que los mismos se encuentran distribuidos
en zonas especificas del genoma de los mamiferos (Murphy WJ, et al., 2005). Muchos de
estos sitios fragiles son llamados “puntos de ruptura evolutivos” (EB por su sigla en inglés)
dado que se localizan en regiones especificas del genoma “reusadas” durante la evolucion
de cariotipos de diferentes especies. Cuando se considera la trayectoria filogenética entre
segmentos de cromosomas ortélogos de distintas especies, muchos de estos EB se
corresponden con secuencias centromeéricas ancestrales asi como también con la formacién
de nuevos centromeros. El grupo de investigacion de Longo y colaboradores analizé el punto
de ruptura evolutivo ortélogo humano 14g32.33, una translocacién que se ha encontrado
asociada a varios canceres incluyendo mielomas mudltiples y leucemias de células
plasméticas, y encontré que su EB se trata de una distribucién conservada de elementos
repetitivos (repetidos alfa) ricos en secuencias LINES, y de retrovirus enddgenos (ERVS)
(Longo PG, et al., 2007). Estos hallazgos son interesantes para nuestro estudio si tenemos

en cuenta que la LLC presenta ciertas aberraciones cromosdmicas que la definen.

Estudios recientes del grupo de investigacion de Contreras-Galindo y colaboradores (2008;
2012 y 2013), han reportado la deteccidn de cientos de variantes de HERV-K dispersos entre
los centrémeros de al menos 15 cromosomas humanos, y que su expansion tomé fuerza
durante la evolucion de los hominidos. Andlisis de secuencias indicaron que los provirus de
K111 se expandieron en su nimero de copias tanto dentro como entre varios cromosomas
humanos mediante un mecanismo semejante a la recombinacion, proporcionando
interesante evidencia de un probable mecanismo de recombinacion homoéloga entre
centromeros durante la evolucion de los humanos. También se han detectado inserciones de
secuencias “solo LTR” de K111 en ADN humano pero no en chimpancés u otros primates,
sugiriendo que algunos provirus de secuencia completa de K111 han removido sus genes
internos por recombinacion entre los LTRs solamente durante la evolucion de los humanos
(Contreras-Galindo R, et al., 2013).

La compleja organizacion de secuencias repetitivas que conforman los centrémeros
humanos asi como la detecciéon de los K111 insertos en ellos, hacen el acceso a la
informacién de los centrdbmeros un verdadero desafio. Como mencionamos anteriormente,
los repetido alfa se definen como una unidad o monémero de ~ 171pb, que se repite
organizado en orientacibn cabeza-cola y, con frecuencia, se extiende con limitadas
interrupciones por millones de bases. Estas unidades se repiten a su vez en una fraccion

larga ininterrumpida de repetidos de alto orden (HORS). Todos los cromosomas humanos
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parecen tener un arreglo en HORs tipo cromosoma-especifico en sus centromeros con un
porcentaje de identidad ~97-99% (Aldrup-MacDonald & Sullivan, 2014; Brown & O’Neill,
2014).

Acceder al conocimiento de la estructura que identifica a cada centrémero humano puede
brindar una importante informacién sobre cémo sera la segregaciéon de los cromosomas al
momento de la division celular (por mitosis 0 meiosis). Una segregacion incorrecta dara lugar
a células hijas con diferentes cariotipos que, de ser viables, pueden derivar en la formacion

de células con aberraciones cromosomicas.

El estudio de la abundancia de repetidos alfa y de retrovirus endégenos a nivel de los
centromeros es de gran interés dado que un patron caracteristico detectado puede constituir
una marca molecular en la enfermedad de LLC. Ademas pueden representar un interesante
foco de estudio ya que las variaciones encontradas podrian estar jugando algun rol en la

generacién y evolucién de esta patologia que aln desconozcamos.

Por lo antedicho, es de gran interés para nuestro trabajo poder establecer si existe algun
patrén diferencial en la abundancia de repetidos alfa asi como de secuencias pertenecientes
a HERVs (K111) en los centrémeros de una linea celular de LLC (CLL-AT) y su comparacion

con donantes sanos.

5.2.1. Objetivo especifico 1: Puesta a punto de la metodologia de PCR a tiempo real para
obtener las secuencias centroméricas de repetidos alfa de manera especifica para cada

cromosoma humano.

La puesta a punto de esta metodologia, consisti6 tanto en el disefio de los primers
especificos que permitieran la obtenciéon de forma independiente de la mayoria de los
repetidos alfa centroméricos cromosoma-especificos, asi como en el ajuste de las
condiciones de tiempos y temperaturas para las diferentes PCRs. De esta forma se
generaron herramientas fundamentales para la identificaciéon de secuencias centroméricas
Unicas para la gran mayoria de los cromosomas. El desafio de lograr la metodologia
experimental para conocer el patron de abundancia de secuencias de repetidos alfa
centromeéricos para cada cromosoma se hizo alin mas interesante al considerar a estos sitios
como aquellos responsables de asegurar una correcta segregacion de los cromosomas al

momento de la divisién celular.
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El abordaje de nuestro objetivo especifico permiti6é identificar secuencias centroméricas
Unicas para la gran mayoria de los cromosomas. Lo interesante de esta informacion es su
potencial utilidad para comprender mejor el rol de la funcion centromérica y su posible
asociacion con la LLC asi como también con otras enfermedades genéticas y células de
cancer. Ademas, estos marcadores moleculares centroméricos podrian ser de utilidad para
el estudio de interacciones del ADN y posibles eventos de recombinacioén entre centromeros
durante diferentes fases del ciclo celular. En lo que refiere a la clinica préactica, los
marcadores centroméricos podrian proveer una buena herramienta para diagndstico,

ensayos Yy tratamientos de enfermedades de origen centromérico.

5.2.2. Objetivo especifico 2: Cuantificar la abundancia de repetidos alfa y de retrovirus
endoégenos humanos (K111) en los centromeros de la linea celular CLL-AT y en células
humanas sanas. Evaluar si existen diferencias significativas en la estructura centromérica

entre ambos grupos.

Con el fin de poder determinar el patron de abundancia de las secuencias de repetidos alfa
cromosoma-especificas asi como también de la secuencias centroméricas de retrovirus
endogenos K111 en los centrémeros de la linea celular CLL-AT en comparacién con células
humanas sanas, se realizd una cuantificacion absoluta mediante PCR a tiempo real de los
mismos. Los resultados muestran que existen diferencias significativas (ganancia o pérdida)
de estos marcadores en la linea celular humana de LLC (CLL-AT) respecto a las células

humanas sanas analizadas.

El analisis presentod diferencias estadisticamente significativas para ciertos cromosomas de
la linea celular de LLC (CLL-AT) al compararse con el numero de repetidos alfa presentes en
los ADN de los humanos sanos. Se obtuvo que el nimero de repetidos alfa para los
cromosomas 1, 2, 5, 8 y 9 en CLL-AT fue significativamente menor que el obtenido en los
humanos sanos. Si bien estos cromosomas no son los involucrados en las principales
aberraciones cromosomicas que definen la LLC, existen reportes que han asociado ciertos
rearreglos cromosémicos en alguno de ellos. A modo de ejemplo se ha reportado la
ganancia del brazo corto del cromosoma 2 (2p) como una aberracién cromosomica frecuente
en estadios avanzados de pacientes con LLC no tratados. Esta region 2p frecuentemente
incluye dos oncogenes, rel y mycn, los cuales han sido asociados también a una mal

prognosis de la enfermedad (Chapiro E, et al., 2010).
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Nuestros resultados también evidencian un numero de repetidos alfa significativamente
mayor en la linea celular de LLC en comparacion con los celulas proveniente de donantes
sanos para los cromosomas 10, 13, 14, 18, 20, y el cromosoma X. En la literatura se ha
asociado una delecion en el cromosoma 13 en mas del 50% de los pacientes con LLC como
una anormalidad citogenética comunmente detectada y asociada con un buen pronéstico de
la LLC. No se encuentran reportes que asocien translocaciones para el resto de los

cromosomas donde se detect6 un incremento en el nimero de repetidos alfa centroméricos.

En lo que refiere a la cuantificacion de las secuencias provirales de K111, se obtuvo una
reduccién significativa del nimero total de estos retrovirus para el modelo de LLC. Esta
observacion sugiere una posible delecion de los K111 en los centrémeros de las células de

LLC, lo cual podria considerarse como un posible marcador molecular de esta patologia.
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6. CONCLUSIONES

A continuacién se resumen las principales conclusiones que derivan del estudio de los
HERVs y de la abundancia de repetidos alfa a nivel centromérico en leucemia linfoide
cronica (LLC):

- Se logro la puesta a punto en forma exitosa de la metodologia experimental que
permite la amplificacion mediante RT-PCR de todos los genes pertenecientes a
HERV-K (gag, pol, env, rec y np9).

- Se evidenci6 que la actividad transcripcional del gen np9 de HERV-K se encuentra
sobreexpresada (al menos cinco veces mas) en la mayoria de las muestras de
pacientes con LLC analizadas al ser comparadas con PBMC provenientes de
donantes sanos. Este resultado confirma una vez mas la sobreexpresion de este
oncogén de HERV-K asociada a procesos leucémicos, y constituye el primer reporte
a nivel mundial de una sobreexpresion del gen np9 de HERV-K en sangre periférica
de pacientes con LLC (Fischer S, et al., 2014).

- El estudio del nivel de expresiéon del gen gag de HERV-K evidencié que solo un 33%
de los pacientes con LLC expresaron este gen al menos dos veces mas en

comparacion a los donantes sanos.

- Tanto en el caso del andlisis de np9 como el de gag se observé una gran variabilidad
entre los pacientes de LLC analizados, no observandose una diferencia significativa

entre los subgrupos de pacientes LLC mutados y no mutados.

- No se evidenci6 una diferencia significativa del nivel de expresion del oncogén celular
c-myc entre los grupos con alta expresion de np9, baja expresion de np9 y donantes
sanos, lo que nos estaria indicando que la acciéon de np9 no seria a través de la via c-
myc, o bien que la sobreexpresion del ARNm de np9 no se corresponda con igual

expresion a nivel proteico.

- Se observé un alto grado de conservacion en la secuencia del gen que codifica para

la proteina Np9 en las diferentes muestras amplificadas. Se encontraron dos posibles
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polimorfismos fijados en la poblacion y tres sitios nucleotidicos donde se observaron

mutaciones puntuales.

Se realiz6 la puesta a punto para la identificacion y cuantificacion de los repetidos alfa
centromeéricos Unicos para la gran mayoria de los cromosomas humanos. De esta
forma se propone una nueva metodologia experimental para acceder al estudio de la

estructura de los centrémeros en forma cromosoma-especifica.

El estudio a nivel de los centromeros reveldé una reduccion global significativa del
namero total de retrovirus endégenos (K111) asi como también diferencias (ganancia
0 pérdida) en el numero de repetidos alfa de determinados cromosomas en el modelo
de linea celular CLL-AT.
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7. PERSPECTIVAS

El presente trabajo permitié la formulacion de interesantes ideas para la continuacion del
estudio de los HERVs y abundancia de repetidos alfa en la leucemia linfoide cronica. A

continuacién se exponen las perspectivas para la continuacién de este trabajo:

- Evaluar si la sobreexpresion del ARNm de np9 de HERV-K detectada se corresponde
con un mayor nivel de produccién de la proteina Np9 en las células de LLC. Esta
informacion nos permitiria responder a qué nivel de regulacion (ARNm o proteina) se

asocia la expresion de este gen de los HERV-K en la LLC.

- Con respecto a los resultados obtenidos del nivel de expresion del gen gag de HERV-
K en nuestras muestras de PBMCs de pacientes con LLC, seria interesante repetir el
procedimiento realizando una purificacién previa de las células B de LLC y analizar el

resultado especificamente en ellas.

- Realizar el estudio de cuantificaciéon del nivel de expresion por PCR a tiempo real
para los genes env, pol, y rec en las muestras de LLC respecto a muestras de

donantes sanos.

- Separar previamente las células B proliferantes en base a los marcadores
moleculares de agresividad que exponen en su superficie y repetir el procedimiento
de cuantificacion por PCR a tiempo real para los genes np9 y c-myc Yy poder

confirmar si existe o no una posible relacion entre ellos.

- Ampliar los posibles efectos de la sobreexpresion del gen np9 en LLC evaluando
intermediarios de otras vias de sefializacion celular. Se podria analizar intermediarios
de la via Numb/Notch sabiendo que la proteina Np9 posee un dominio de unién al
ligando de Numb. También se podrian analizar intermediarios de la via celular AKT
dado que la misma se encuentra fuertemente activada en las células B leucémicas de

los pacientes de LLC que manifiestan una enfermedad progresiva.
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Realizar diferentes abordajes bioinformaticos para determinar el momento en que los

polimorfismos de np9 detectados fueron fijados en la poblacion humana.

Realizar una nueva cuantificacién absoluta por PCR a tiempo real de los marcadores
moleculares centroméricos para un numero considerable de muestras de ADNs
provenientes de pacientes con LLC. La posterior comparacion con los resultados
obtenidos para el modelo de linea celular de LLC (CLL-AT), le daria un mayor soporte
a las diferencias en el nimero de estas marcas moleculares con respecto a los

humanos sanos.
Utilizar la metodologia de cuantificacion de los repetidos alfa cromosoma-especificos

y provirus K111 centroméricos en otras patologias que se saben definidas por
defectos genéticos.
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