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Resumen

La Leucemia Linfoide Crdnica (LLC) es el tipo mas comun de leucemia en adultos de paises
occidentales, con una edad promedio de diagndstico de 72 afios. Se clasifica como un desorden
linfoproliferativo, caracterizado por la acumulacién de linfocitos B de fenotipo peculiar en sangre
periférica, médula dsea, nodos linfaticos y bazo. El curso clinico de la enfermedad es altamente
heterogéneo, con la mayoria de sus pacientes transitando una enfermedad indolente, sin
indicaciones de tratamiento y sobreviviendo por muchos afios; otros, en cambio, sufren una
enfermedad mads agresiva, requiriendo tratamiento poco después del diagndstico y con
frecuentes recaidas. Entre los indicadores de curso clinico desfavorable mas robustos
encontrados hasta el momento, después del perfil mutacional de la regidn variable de la cadena
pesada de las Inmunoglobulinas, se encuentra la expresion de la enzima deaminasa de citidinas
inducida por activaciéon, o AID. La expresion de AID en el linfocito B normal cumple un rol
fundamental en la generacién de la diversidad de los anticuerpos por su actividad mutagénica
sobre los genes de las inmunoglobulinas, mediante los procesos de Hipermutacién Somadtica
(HMS) y Conmutacion Isotipica (Cl). En el linfocito B leucémico, en cambio, su expresion
desregulada lleva a la introduccion de mutaciones en otros genes, no codificantes para
inmunoglobulinas (mutaciones off-target), posiblemente con un papel clave en los eventos
tempranos de la transformacidn leucémica, y mas tarde en la progresién de la enfermedad. El
hallazgo de un importante nimero de mutaciones generadas por AID en regiones no traducidas
del extremo 3’ (3' UTRs) de genes de relevancia para la LLC en pacientes progresores con
expresion constitutiva de esta enzima nos ha llevado a pensar en un posible mecanismo de
regulaciéon de la expresion de estos a nivel postranscripcional, mediado por microARNs
especificos, que afecten de alguna manera el estado de activacion y/o proliferacién celular del
linfocito B leucémico. En esta Tesina de Finalizacidon de Carrera de la Licenciatura en Bioquimica
nos hemos propuesto el estudio de la expresidon de algunos de estos genes, y las posibles
implicancias a nivel postranscripcional de los eventuales cambios en la expresidn para el linfocito
B-LLC.

Palabras clave: Leucemia Linfoide Croénica; linfocito B; microambiente; progresion; AlD;
mutagénesis; 3’ UTR; microARN.



Introduccion

AID en el linfocito B normal

Sistema Inmune

El sistema inmune consiste en una colecciéon de células, sustancias quimicas y procesos que funcionan
para proteger al organismo de antigenos extraifios, como microbios (bacterias, hongos y parasitos),
virus, células cancerosas y toxinas. Se divide en dos lineas de defensa: inmunidad innata y adaptativa.

Inmunidad innata

La inmunidad innata estd compuesta por cuatro tipos de barreras de defensa: anatomica (piel y
membranas mucosas), fisiolégica (temperatura, pH bajo y mediadores quimicos), endocitica y fagocitica,
e inflamatoria. Algunos tipos celulares implicados en esta respuesta son: fagocitos (macrofagos y
neutrofilos), células dendriticas, mastocitos, basoéfilos, eosindfilos, células natural killer (NKs) y células
linfoides innatas. La inmunidad innata contra patégenos depende de la presencia de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés), que permite a un rango limitado de células
inmunes detectar y responder rdpidamente a un amplio rango de patégenos que comparten estructuras
comunes, conocidas como patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs, por sus siglas en
inglés). Ejemplos de estos patrones son componentes de la pared celular bacteriana, como
lipopolisacaridos (LPS), o acido ribonucleico (ARN) doble hebra, producido durante algunas infecciones
virales®.

Una funcién crucial de la inmunidad innata es el rdpido reclutamiento de células inmunes al sitio de
infeccidn e inflamacién a través de la produccion de citoquinas y quimioquinas (pequefias proteinas de
la comunicacién y reclutamiento celular). La produccién de citoquinas moviliza diversos mecanismos de
defensa en todo el cuerpo, y activa respuestas celulares locales a la infeccidén y lesiones. La accidn
fagocitica de la respuesta innata promueve la remocién de células muertas o complejos de anticuerposy
remueve sustancias extrafias presentes en érganos, tejidos, sangre y linfa. Ademads, activa la respuesta
inmune adaptativa, a través de la movilizacion de células presentadoras de antigenos (APCs, por sus
siglas en inglés)*.

Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa tiene como funciones principales: el reconocimiento de antigenos extranos,
distinguiéndolos de autoantigenos; la generacion de vias inmunoldgicas efectoras patégeno-especificas
gue eliminan patdgenos especificos o células infectadas por patdgenos, y el desarrollo de una memoria
inmunolégica que pueda eliminar rapidamente un patégeno especifico ante una eventual infeccion
subsecuente. Las células del sistema adaptativo incluyen células T antigeno-especificas, las cuales son
activadas para proliferar a través de la accion de APCs, y células B, que se diferencian en células
plasmaticas (entre otras) para producir anticuerpos.

Las células T (o linfocitos T) derivan de células madre hematopoyéticas en la médula dsea, y luego
migran y maduran en el timo. Expresan una serie de receptores de unidén a antigenos en su membrana,
llamados receptores de células T (TCRs, por sus siglas en inglés). Cada célula T expresa un unico tipo de
TCR. Requieren de la accién de APCs (generalmente células dendriticas, pero también macroéfagos,
células B, fibroblastos y células epiteliales) para reconocer a su antigeno especifico.

Las APCs expresan en su superficie un grupo de proteinas llamado complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés), que presentan fragmentos de proteinas (péptidos)



cuando la célula es infectada por un patégeno. Los MHC se dividen en tipo | y Il: los MHC-I se encuentran
en todas las células nucleadas, y presentan péptidos enddgenos (intracelulares); los MHC-II, en cambio,
estdn presentes Unicamente en las APCs y presentan péptidos exdgenos (extracelulares) a las células T.
Las células T, entonces, son activadas cuando interactian con una APC que ha digerido un antigeno y
presenta los fragmentos peptidicos de dicho antigeno en sus MHC. El complejo antigeno-MHC activa el
TCR, y la célula T secreta citoquinas que guiardn la respuesta inmune. Este proceso de presentacion de
antigenos estimula a las células T para diferenciarse tanto a células T citotdxicas (CD8*) como células T
helper (Th, CD4"). Las primeras estan abocadas a la destruccién de células infectadas por agentes
extrafios, y las segundas median la respuesta inmune al secretar citoquinas que activaran diferentes
tipos de células®.

A diferencia de las células T, las células B (o linfocitos B) pueden reconocer antigenos directamente, sin
necesidad de interactuar con APCs, a través de los receptores de células B (del inglés, BCRs). Su
principal funcién es la produccién de anticuerpos contra antigenos extrafos. Cuando son activadas por
el antigeno para el cual poseen un receptor especifico, las células B proliferan y se diferencian en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos o células B de memoria; las primeras, a diferencia de las de
memoria, poseen menor vida media, y suelen morir por apoptosis cuando el agente extrafio que indujo
la respuesta inmune es eliminado. Sin embargo, producen grandes cantidades de anticuerpos que
ingresan a la circulacién y tejidos, brindando una proteccidn efectiva contra los patégenos. Es por esto
que juegan un papel crucial en la inmunidad humoral o mediada por anticuerpos?.

Desarrollo del linfocito B

El desarrollo de las células B inicia en el higado fetal, y continda en la médula ésea (MO) durante la
maduracién del embriéon de mamifero. A lo largo de los procesos de diferenciacion, el microambiente

| “u I”

brindado por los diferentes tejidos (el “nicho microambiental”) juega un rol esencial en el aporte de
nutrientes, supervivencia y estimulos de desarrollo®.
Las células madre hematopoyéticas multipotentes dan lugar a los precursores linfoides, que inician un
programa de diferenciacion irreversible. El desarrollo de las células B a partir de estos estd determinado
por una serie de factores de transcripcion esenciales que determinan el destino celular, a ser el factor de
és, EBF1), E2A, y PAX5.

Todas las células B maduras expresan un anticuerpo unido a su membrana con especificidad individual,

la célula B temprano (del ing

formado por dominios de Inmunoglobulinas. Cada Inmunoglobulina (Ig) esta asociada a cofactores ay B
(Iga e 1gB), los cuales participan en la transduccidn de sefiales del receptor de membrana. Estos tres
elementos, en conjunto, conforman el BCR. La diversidad de las células B inmunolégicamente
competentes radica en la variabilidad de su BCR, la cual es consecuencia de procesos de recombinacion
durante el desarrollo del linfocito B. En dichos procesos, los segmentos génicos localizados en el locus Ig
son combinados para dar lugar a genes Ig nuevos e individualmente generados?.

Los anticuerpos se componen de cuatro cadenas polipeptidicas de dominios Ig, de las cuales dos son
cadenas livianas idénticas (lg.), y dos son cadenas pesadas idénticas (Igu), unidas por enlaces disulfuro.
Las cadenas livianas pueden ser de isotipo k o A. A su vez, cada dominio Ig se compone de una regidn
carboxiterminal constante (C) y una aminoterminal variable (V). La region variable contiene cuatro
regiones framework, separadas por regiones hipervariables, llamadas regiones determinantes de
complementariedad (CDRs, por sus siglas en inglés) 1, 2 y 3%3,

En el momento en que el precursor de la célula B expresa una cadena pesada y liviana funcionales, que
pueden aparearse apropiadamente para formar el BCR, se alcanza el estadio de célula B inmadura, y el
BCR se expresa exclusivamente con el isotipo IgM. Luego se dan otros procesos de seleccidn, donde las



células B autorreactivas (aquellas que muestran reactividad hacia autoantigenos, es decir, moléculas
propias del organismo que son reconocidas como extrafias) son convertidas a un estado anérgico (es
decir, son incapaces de generar una respuesta inmune), o sufren muerte celular por apoptosis. Aquellas
células B con BCR funcionales, seleccionadas positivamente, son llamadas células B maduras, naive (en
espanol, virgenes). Estas abandonan el microambiente de la MO y circulan como linfocitos pequefios,
inactivos, en la sangre periférica (SP) y érganos linfoides secundarios (OLS)%3.

Recombinacién V(D)J

Mientras que el gen de la regidon Vy (pesada) se genera por la recombinacién de tres segmentos
independientes, llamados variable (Vy), diversidad (Dx) y de unidn (Ju), los genes de la cadena liviana de
la region V (Vi) se componen sélo de dos segmentos, V. (variable liviano, del inglés light) y J. (de unién,
del inglés junction, liviano). La recombinacidn somatica de dichos segmentos es catalizada por las
enzimas RAGl y RAG2. Estas reconocen secuencias sefal de recombinacién flanqueantes a los
segmentos génicos, clivan el ADN en dichos sitios, y generan estructuras de horquilla en los extremos
codificantes. Estas estructuras pueden ser resueltas de diferentes maneras para generar elementos
palindrémicos. Alli, eventualmente actlan exonucleasas, las cuales remueven arbitrariamente
nucledtidos de los extremos de los segmentos que estan siendo recombinados, para que luego la enzima
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) afiada al azar (es decir, sin estar codificados en la linea
germinal) nucledtidos a los extremos de los segmentos antes de ser unidos. Finalmente, factores de
reparacion del ADN completan el proceso de recombinacién®. La enorme cantidad de combinaciones
posibles de segmentos recombinados, tanto en la regién variable pesada como en la liviana, y luego la
introduccion de nucleétidos al azar en los extremos, constituyen la primera fuente de diversidad de los
BCRs.

Activacion del linfocito B en el Centro Germinal

Ante el contacto con el antigeno correspondiente, las células B maduras son activadas y migran a las
zonas T de los OLS. La interaccién con células Th activadas (ver Inmunidad adaptativa, pag. 4) provee
una mayor estimulacién a los linfocitos B e induce la proliferacién, llevando a la formacién del foco
primario. Una fraccién de las células B proliferantes se diferencia a células plasmaticas de vida media
corta, que secretan anticuerpos de isotipo IgM y por tanto proveen una ola inicial de anticuerpos de
baja afinidad. Algunas células B, sin embargo, migran junto con las células Th activadas hacia los
foliculos B e inician la reaccién del centro germinal®.

El centro germinal (CG) es una estructura histologica transitoria formada en los OLS, generalmente en
respuesta a antigenos T-dependientes®.

En el CG ocurren los dos procesos de gran importancia para mantener una efectiva respuesta inmune
adaptativa: la de hipermutacién somatica (HMS o SHM, por sus siglas en inglés) y el proceso de
conmutacion isotipica (Cl o CSR, del inglés Class Switch Recombination).

En el caso de la HMS, los clones de células B aumentan su afinidad luego de este proceso, resultando en
la generacidn de plasmocitos que expresan anticuerpos de alta afinidad, capaces de neutralizar
efectivamente los patdgenos. En términos histoldgicos, el CG se compone de una zona oscura o DZ (del
inglés, Dark Zone) formada por las células B en activa proliferacion (centroblastos), y una zona clara o LZ
(del inglés, Light Zone) en donde las células B que completaron una ronda de proliferacidn (centrocitos)
interactdan con células dendriticas foliculares (FDCs, por sus siglas en inglés), células T y macréfagos,
siendo sujetas al proceso de seleccion por afinidad. En la zona oscura, el proceso de HMS introduce
mutaciones puntuales, asi como pequeias deleciones, inserciones o duplicaciones en los genes IgV
rearreglados. Estas mutaciones en el gen IgV eventualmente generan cambios en la afinidad del BCR por



su antigeno. Los centroblastos que adquirieron mutaciones migran a la LZ, donde son sujetos a la
seleccidn por afinidad; alli interactian con FDCs que presentan el antigeno en su superficie. Si la afinidad
del BCR del centroblasto por dicho antigeno es lo suficientemente alta, este internaliza el antigeno, lo
procesa y lo presenta en un complejo péptido-MHC-Il a las células Th foliculares (Thf) antigeno-
especificas. Por tanto, las células B que expresan BCRs con afinidad apropiada para el antigeno (Ag) asi
procesado reciben sefiales de supervivencia y proliferacion. De esta manera, las células B-CG sufren
multiples rondas de proliferacién, mutacién y seleccidn, lo que conlleva a un aumento progresivo de la
afinidad del BCR por el Ag correspondiente (Figura 1)>°. Las mutaciones introducidas en este proceso
constituyen el segundo mecanismo de generacion de diversidad de los BCRs.

El otro proceso importante de recombinacién del DNA ocurre en los centrocitos, y es conocido como
conmutacion isotipica (Cl). En este caso, las células B naive inicialmente expresando los isotipos IgM e
IgD son sometidas a un proceso de corte de doble hebra del ADN y empalme (splicing) alternativo,
mediante el cual la region constante Cu (que produce un anticuerpo de isotipo IgM) es eventualmente
reemplazada por alguno de los segmentos génicos Ca, CE o Cy (correspondientes a los isotipos IgA, IgE o
IgG, respectivamente). Luego de la delecién del segmento Cu y C§, el exdn VuDuly (que conforma la
region variable pesada) serd expresado como parte de una cadena pesada que contenga el segmento Cy
qgue reemplazd al segmento Cu. El cambio de clase lleva a cambios en la competencia de sefializacién del
BCR, y a modificaciones en las funciones efectoras del anticuerpo?3.

Luego de varios ciclos de proliferaciéon, mutaciéon y seleccidn positiva, las células B-CG se diferencian a
plasmocitos secretores de anticuerpos, o bien a células B de memoria inactivas, que abandonan el
microambiente del CG®.

Ambos procesos, HMS y Cl, son dependientes de la enzima AID (del inglés, Activation-Induced Cytidine
Deaminase, o en espafiol, deaminasa de citidinas inducida por activacién)®. A modo de simplificar la
nomenclatura, nos referiremos a esta enzima, de ahora en mas, como AID.

Figura I: representacion del
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Mecanismo de accion de AID en los procesos de HMS y Cli

La enzima AID forma parte de una familia de deaminasas de polinucledtidos junto con las enzimas
APOBEC, la mayoria de las cuales catalizan la conversién de C (citidina o citosina) a U (uracilo). AID es el
Unico factor especifico de las células B de vertebrados. En las células B, la actividad deaminasa de AID se
concentra en las regiones variable (IgV) y de switch (en espafol, cambio) o S de los loci Ig para iniciar los
procesos de HMS y Cl. Con una frecuencia menor pero consecuencial, AID también actua sobre una serie
de loci gendmicos, no de inmunoglobulinas, usualmente llamados off-targets, que le adjudican a esta
enzima una actividad oncogénica (ver més adelante)’?.

La regulacién de la expresion del gen Aicda (codificante para AID) combina factores actuando en cis y en
trans, asi como microARNs que regulan la estabilidad del ARN mensajero (ARNm) resultante (ver
Mutaciones generadas por AID en 3’ UTR, pag. 18, para una mayor comprension del mecanismo de
accién de los microARNs)®.

AID deamina las citosinas en el ADN simple hebra (ADNsh), mas eficientemente dentro de pequefas
burbujas de ADN?°, como las que se generan durante el proceso de transcripcion del ADN; es por esto
que la transcripcién es un factor que aumenta fuertemente la actividad de AID sobre el ADN. AID
muestra preferencia por la deaminacién de citosinas ubicadas en el contexto de un motivo especifico,
WRC (siendo W=A/T, R=A/G), denominados hot spots (“puntos calientes”). Posiblemente, la actividad
enzimética de AID esté modulada de acuerdo a su ubicacién e interaccidn con el sustrato®.

Los residuos U generados por AID pueden estimular multiples vias de reparacién del ADN, incluyendo la
via de reparacion de mismatches (MMR, por sus siglas en inglés) y la via de reparacion por escision de
bases (BER, por sus siglas en inglés) (Figura I1)°. El término mismatch, proveniente del inglés, refiere a un
error en el apareamiento entre dos bases segun las reglas de Watson y Crick.

En la via MMR, el error de apareamiento entre U y G es detectado por el heterodimero MutSa, formado
por los monédmeros MSH2 y MSH6. MutSa recluta a MutLa (formado por MLH1 y PMS2) y a la
exonucleasa 1 (Exol). La actividad exonucleasa de PMS2 luego cliva el ADN de la regidén que se
encuentra hacia el 5’ respecto al mismatch, creando un vacio en la hebra de ADN, que reclutara a Exol.
La exonucleasa inicia, entonces, la reseccion del hueco, pasando por el sitio del mismatch, creando una
region extendida de ADN simple hebra. Luego, el factor PCNA recluta a la polimerasa 6 (Pol§), de alta
fidelidad, la cual repara la regién simple hebra sintetizando su complementaria, y la ligasa 1 (Ligl)
finaliza la reparacién®. Mediante este mecanismo, la mutacion es reparada correctamente, con una muy
baja tasa de error.

Por otro lado, en la via BER, la U es reconocida por la enzima UNG (uracil-DNA glicosilasa). Esta enzima
cliva el enlace glucosidico que une la base nitrogenada (uracilo) con la desoxirribosa del ADN dejando,
entonces, un sitio abasico que es reconocido por APE1/2 (endonucleasa de sitio apurinico/apirimidinico
1/2). La polimerasa B (PolB) y una ligasa son reclutadas; Polp remueve la desoxirribosa 5’ e inserta un
solo nucledtido, seguido de la ligacion®..

Ambas vias reparan con alta fidelidad los errores en el ADN; por tanto, se requieren vias no candnicas,
propensas a errores, para la introduccién de mutaciones (transiciones o transversiones) en los procesos
de HMSy Cl.

Una via de MMR no candnica ha sido propuesta por Pefia-Diaz et al.!%

: esta via utiliza a PCNA
ubiquitinada (PCNAY) para reclutar a la Polimerasa 1 (Poln, polimerasa de baja fidelidad), y es
dependiente de la actividad endonucleasa de PMS2/MLH. Durante la HMS, en lugar de MutLa se recluta
a APE2 al mismatch, y esta recluta a Exol. Luego, a través de la ubiquitinacién de PCNA, Poln es
reclutada, en lugar de Pold. Esta resintetiza el hueco en el ADN introduciendo mutaciones, las cuales se
dan principalmente en residuos A:T.



Por otro lado, en la via BER no candnica durante la SHM, algunos sitios abasicos sirven como moldes no
informativos (ya que en la hebra complementaria se introduciran nucleétidos sin un molde que indique
el nucledtido correspondiente). La enzima REV (polimerasa reclutada por la ubiquitinacion de PCNA),
entonces, inserta residuos dCMP en la nueva hebra de ADN opuesta al sitio abasico. Luego de una
siguiente ronda de replicacion del ADN, esto resulta en una transversion estable en el sitio original del
par de bases C:G>*2,

En cuanto al proceso de Cl, este consiste en una reaccion de delecién y recombinacidon que se da como
resultado de la generacién de cortes doble hebra en las regiones S precedentes a cada gen Cy (regién
constante de la cadena pesada) de las Igs. Las regiones S son elementos repetitivos del ADN,
conservados, reconocidos por AID. Una vez que comienza la transcripcidon a partir de un promotor
especifico del gen Cy correspondiente, las hebras del ADN se separan; AID es reclutada a la regién S,
simple hebra, y deamina los resiudos C especificos, para dar residuos U. Si dos U se generan lo
suficientemente préximos en las dos hebras opuestas, mediante la via BER se generan cortes doble
hebra. Luego, los extremos generados por dos cortes doble hebra en diferentes regiones S son
eventualmente unidos mediante los mecanismos de union de extremos no homélgos (NHEJ, por sus

siglas en inglés) candnico o alternativo®*3,
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Figura ll: vias bioquimicas candnicas de reparacion del ADN por escision de bases (BER), reparacion de mismatches (MMR) e
HMS (adaptado de Methot y Di Noia, 2016°). La via BER es iniciada por UNG, creando un sitio abdsico que es reconocido por
APE1/2, la cual corta el ADN hacia el 5’ del sitio abasico. Otros factores son reclutados, y reclutan a PCNA y Pol. PolB remueve
la deoxirribosa en 5’ e inserta un Unico nucleétido, seguido de la ligacién. En la via MMR, MutSa reconoce el error en el
apareamiento U:G y recluta a MutlLa, quien escinde nucleétidos hacia el 5’ del mismatch via PMS2. Exol crea una region
extendida de ADN simple hebra. PCNA recluta a Pold para replicar sobre la regién simple hebra y la Ligasal finaliza la
reparacion. Durante la SHM, el U actia como molde para la replicacién, llevando a una transicién C-T. Alternativamente, la via
BER no candnica lleva tanto a transiciones como transversiones. MutSa inicia la reparacion mutagénica, afectando los pares
A:T. Ambas vias reclutan polimerasas de baja fidelidad (Poln, , 1) a través de la ubiquitinacion de PCNA (PCNAUY).



Rol de AID en oncogénesis: mutaciones off-target

Como fue explicado en la seccidn anterior, en condiciones fisiolégicas, la expresién de AID debe estar
estrictamente regulada, y sélo es inducida transitoria y especificamente en las células B activadas en el
CG para estimular los procesos de HMS y Cl. Los mecanismos de regulacion de AID son diversos y

914 por lo que no

complejos, y han sido descriptos en excelentes revisiones que pueden ser consultadas
seran ahondados aqui.

Si bien originalmente se creia que AID actua especificamente en las regiones V y pre-Switch de los genes
de las Igs, recientemente se ha reunido evidencia de que AID también deamina otros genes que, de no
ser correctamente reparados, pueden ser oncogénicos™>®, Por tanto, se cree que la desregulacion de
AID podria tener un rol critico en el origen y la evolucién de los linfomas!* (a modo de aclaracion, se
define como linfoma a toda neoplasia hematolégica desarrollada a partir de linfocitos'’, siendo la
Leucemia Linfoide Crénica uno de ellos (ver mas adelante)).

En cuanto a la evidencia acerca del vinculo entre la accién de AID y la generacién y evolucién de los
linfomas, en su trabajo publicado en 2003, Okazaki y colaboradores demostraron una correlacion directa
entre la expresién desregulada de AID y la tumorigénesis, utilizando un modelo de ratones AID-
transgénicos, en el cual el gen Aicda se encuentra bajo el control del promotor de actina, conduciendo a
su expresion ubicua y constitutiva. Los ratones en cuestion desarrollaron multiples microadenomas de
pulmdn y ocasionalmente adenocarcinomas, carcinomas hepatocelulares, melanomas y sarcomas*®. Con

1921 se ha demostrado que la expresion constitutiva de AID es potencialmente

este y otros trabajos
deletérea, tanto para las células B como para células no B, ya que puede introducir cortes doble hebra
en el ADN, no sdlo en las regiones IgV o S de los genes de Ig, sino también en otros genes, incluyendo
oncogenes, lo cual podria inducir aun mas translocaciones cromosomales y mutaciones puntuales??. Se
cree que cuando estas mutaciones y/o translocaciones generan una ventaja de sobrevida en la célula B,
y de alguna forma esta logra pasar por alto sefiales de muerte celular preestablecidas, se obtienen
células descontroladas a nivel molecular que podrian tener un rol en la generacion o en la progresién del
tumor.

Refiriéndonos a linfomas de células B maduras en particular, una caracteristica comun de todos estos es
la presencia de translocaciones cromosomales reciprocas entre el locus Ig y un proto-oncogén, como las
translocaciones c-myc/IgH en BL (linfoma de Burkitt), Bc/2 en FL (linfoma folicular), Bcl6 en DLBCL (del
inglés, Diffuse Large B Cell Lymphoma, o en espafiol: linfoma difuso de células B grandes), entre
otros®2*, Se ha observado que, como resultado de estas translocaciones, el oncogén queda sujeto al
control del locus Ig activo, llevando a la expresion constitutiva y desregulada del gen translocado. Se
cree que estas translocaciones son resultado de procesos de HMS y Cl aberrantes®. Ademas de las
translocaciones, el proceso de HMS descontrolado también parece contribuir a la patogénesis de los
linfomas, al mutar genes no Ig. Mas aun, multiples proto-oncogenes son hipermutados en linfomas de
células B derivadas del CG, como DLBCL y BL?. Se ha demostrado en numerosos trabajos que la HMS
aberrante en células B normales y tumorales afecta muchos proto-oncogenes y genes supresores de
tumores, como Myec, Iga, Pax5, Bcl6, Rhoh y Pim1?>2¢, Adicionalmente, en el ultimo trabajo publicado
por nuestro grupo? se presenta evidencia de la firma de AID en estas mutaciones off-target (ver Rol
mutagénico de AID en LLC, pag. 15).

En suma, se cree que es posible que AID posea una funcién dual en el desarrollo de linfomas de células
B: en el desarrollo inicial del tumor por las translocaciones cromosomales, y en la progresion de este, a
causa de la introduccién de mutaciones puntuales?®.



Leucemia Linfoide Crdnica

Generalidades

La Leucemia Linfoide Cronica (LLC) es una neoplasia de células B CD5-positivas (CD5*), que se
caracteriza por la acumulacién de linfocitos tumorales pequefios, de apariencia madura, en la sangre,
MO vy tejidos linfoides. Esta acumulacién resulta en una linfocitosis (aumento de la cantidad o
proporcién de linfocitos en la sangre) que se diagnostica en un analisis de rutina, y que muchas veces
puede llevar a la infiltracién de la célula leucémica en la MO, o a la generacidn de linfadenopatia
(aumento de volumen o inflamacidn de los ganglios linfaticos) y esplenomegalia (aumento del volumen
del bazo por encima de sus dimensiones normales), palpables en una examinacion fisica. Los sintomas
de la enfermedad incluyen fatiga, pérdida de peso involuntaria, sudoraciones nocturnas excesivas, y
frecuencia aumentada de infecciones. Algunos pacientes pueden presentar sintomas de una citopenia
inmune (definiéndose como citopenia a toda afeccion que implique un nimero de células sanguineas
menor a lo normal, como por ejemplo anemia hemolitica autoinmune o purpura trombocitopénico
autoinmune)®°,

Epidemiologia

En cuanto a la epidemiologia de la enfermedad, la incidencia promedio de la LLC varia entre individuos
de diferentes regiones geogréficas, desde un 0,01% en individuos de Asia oriental hasta un 0,06%
(6/100.000 habitantes/afio) en individuos de Europa y Estados Unidos. Constituye el tipo de leucemia
mas frecuente en paises occidentales, constituyendo el 40% de todas las leucemias en individuos
mayores de 65 afos. El riesgo de desarrollar LLC es aproximadamente dos veces mayor en hombres que
en mujeres, y se incrementa con la edad: la edad media al momento del diagndstico va desde 70 a 72
afios®132,

Diagndstico

La LLC es normalmente detectada por un aumento en el nimero de linfocitos en sangre por encima de
los 3500 por microlitro (uL). El diagnéstico inicial requiere la deteccién de mas de 5000 células por uL
de células B-LLC clonales, las cuales expresan bajos niveles de Ig de membrana. Las células LLC
tipicamente expresan CD5 (glicoproteina normalmente expresada en la superficie de linfocitos T
maduros, con un rol fundamental en su diferenciacién hacia células T reguladoras naturales, y también
sobreexpresada luego de la activacién de linfocitos B normales®); CD23 (también conocido como
receptor Fc-IgE de baja afinidad, expresado en células B maduras, macrdfagos activados, FDCs, entre
otros33), y poseen una baja expresion de la molécula CD19 (miembro del complejo CD19/CD21, que
participa en las vias de sefializacién por el BCR33), en comparacién con el linfocito B normal®®. También
muestran bajos niveles de CD20 (presente en todas las células B normales, con un rol en el desarrollo y
diferenciacion de estas hacia células plasméticas®); no expresan CD10 (propia de linfocitos, macréfagos,
granulocitos, entre otros, con funcién hidrolasa de péptidos inflamatorios y vasoactivos®), y no se tifien
con el anticuerpo monoclonal FMC7 (que reconoce un epitope de CD20)%**. Ademds, expresan el

antigeno de membrana onco-embrionario ROR13>36,

La LLC se divide en dos grandes grupos, que difieren en su comportamiento clinico. Ambos se
diferencian por la expresion, en las células LLC, de la regidn variable de la cadena pesada del gen de las
inmunoglobulinas (IgVy), clasificdndose como mutado (LLC M) o no mutado (LLC NM), segun presenten
diferencias en la secuencia mayores al 2% con respecto a la linea germinal, lo cual pareceria reflejar la
etapa en la diferenciacidn de la célula B normal a partir de la cual se originaron3”38 (Figura Ill). Pacientes



con perfil NM suelen mostrar una enfermedad mas agresiva que aquellos que expresan un IgVy

mutado®.
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Figura Ill: modelo del desarrollo de la Leucemia Linfoide Crénica (adaptado de Zhang y Kipps, 201439). Las mutaciones que
contribuyen al desarrollo de la LLC pueden darse en cualquier estadio de diferenciacién de la célula B, incluyendo las células
madre hematopoyéticas (HSCs, por sus siglas en inglés). Las HSCs con mutaciones oncogenéticas eventualmente dan lugar a
células B con ventajas de crecimiento/supervivencia, las cuales, ante una estimulacion T-dependiente o independiente, pueden
llevar a la linfocitosis de células B clonales (del inglés, MBL). Las células LLC que se originan de células B que han sufrido
mutacidn somatica en sus inmunoglobulinas expresan IgVys mutados (LLC M), mientras que las LLC que se originaron de células
B que no han sufrido mutaciones somaticas expresan I1gVys de la linea germinal (LLC NM). La expansion de un clon LLC se asocia
con la acumulacion de novo de lesiones genéticas adicionales, asi como interacciones continuadas entre las células leucémicas y
células accesorias y antigenos (Ags) en el microambiente leucémico de los tejidos linfoides?©.

Existen dos sistemas de clasificacion clinica para dividir a los pacientes con LLC en tres grandes
grupos*#?; el sistema Rai es mas utilizado en Estados Unidos, mientras que la clasificacidn Binet
predomina en Europa. Ambos sistemas reconocen la importancia de la funcién de la MO y definen a la
enfermedad en estadio avanzado, o de alto riesgo, por la presencia de anemia o trombocitopenia
pronunciadas. Lo interesante aqui es que el curso clinico de una LLC recién diagnosticada es
extremadamente variado: algunos pacientes permanecen sin sintomas y son plenamente activos por
décadas, mientras que otros rapidamente se vuelven sintomaticos o desarrollan una enfermedad de alto
riesgo, lo cual requiere tratamiento poco después del diagndstico y puede resultar en la muerte por
complicaciones relacionadas al tratamiento y/o a la enfermedad en si misma. Es por esto que durante
décadas se han buscado parametros o marcadores que permitan predecir el curso clinico de los
pacientes; algunos pardmetros asociados con un peor prondstico son: sexo masculino, edad mayor a 65
afios y comorbilidades médicas. Desde el punto de vista molecular, podemos resaltar los siguientes
marcadores de mal prondstico: 1) expresidon de un IgVy1-02 no mutado, o IgVuy 2-21 mutado; 2)
positividad para la expresion proteica de ZAP-70****, CD49d o CD38 (ver AID y poblaciones proliferantes
en LLC, pag. 13); presencia de la delecién (17p) (38), de la delecion (11q) (123), o Trisomia 12; 4) altos
niveles de B2-microglobulina sérica; 5) cariotipo complejo (entendiéndose por esto la presencia de tres
0 mas aberraciones cromosémicas); y 6) un alto recuento absoluto de linfocitos (mds de 5000 células
por uL) con una tasa de duplicacion alta, y/o enfermedad de estadio avanzado en la presentacion
inicial®°.

BCR y sefializacién en la célula B
Las células de LLC tipicamente coexpresan los isotipos IgD e IgM, aunque en bajos niveles en
comparacion con una célula B normal. Un bajo porcentaje de los casos de LLC expresa isotipos con



cambio de clase, mds cominmente IgG*®, Existe evidencia que sugiere que las Ig de membrana de las
células B-LLC poseen afinidad por autoantigenos, lo cual lleva a una sefializacién del BCR constitutiva in
vivo*”#; |la importancia de esta interaccién es resaltada por el éxito clinico que han tenido los
inhibidores de kinasas que bloquean esta sefializacién, aunque los efectos en otros receptores también
podrian jugar un rol. La profundizacion en los tratamientos disponibles hoy en dia para la LLC escapa a
los objetivos de la Introduccién a esta Tesina, por lo que quedan a disposicion revisiones y articulos que
pueden consultarse®®-t,

La activacion aumentada de la célula B es mas cominmente observada en casos de LLC que expresan un
gV no mutado, mientras que la anergia predomina en la mayoria de los casos de LLC que expresan IgVy
mutado®2. La anergia es un estado de letargo celular inducido por la activacidn crénica de los receptores
de antigenos en ausencia de una colaboracién de células T adecuada. Las células anérgicas son menos
propensas a proliferar en respuesta a la sefializacién por el BCR que las células mas activadas, lo cual
podria explicar, en parte, la observacion de que pacientes que expresan un IGVy mutado suelen cursar
una enfermedad mas indolente que aquellos con perfil no mutado®.

Rol del microambiente en LLC

Las células de LLC dependen de sefiales de supervivencia que reciben en los tejidos linfoides de células
adyacentes no neoplasicas dentro del microambiente tumoral (Figura IV). Las células B-LLC siguen
gradientes de quimioquinas hacia los nodos linfaticos, donde forman los “centros de proliferacién”*’,
diferentes a los centros germinales normales. En estos centros de proliferacién, las células LLC contactan
células estromales no malignas, células nurse-like (NLCs, también conocidas como macréfagos linfoma-
asociados), células T y células estromales derivadas del mesénquima. El encuentro con el Ag o un posible
autoantigeno se da eventualmente durante este transito, estimulando asi la activacién de la célula LLC y
su proliferacion. Solo un bajo porcentaje de células LLC prolifera en un momento dado; el resto, o bien
no son estimuladas, o son conducidas a un estado de anergia®2. Sin embargo, dentro de los centros de
proliferacién, todas las células LLC son expuestas a quimioquinas, integrinas, citoquinas y factores de
supervivencia (como los factores BAFF y APRIL, de la superfamilia de ligandos de factores de necrosis
tumoral, TNF), los cuales activan las vias conocidas como factor nuclear kB candnico (NFxB)* y
Pi3K/AKT®3, antes de salir a la sangre.

La activacién de NFkB puede inducir la expresidon del mir-155 (molécula de microARN, ver Mutaciones
generadas por AID en 3’ UTR, pag. 17), el cual estimula la sefalizacién y activacién del BCR*. Las
citoquinas secretadas por las células T, como IL-4, pueden aumentar la expresion de la IgM de
membrana, lo cual podria facilitar la interaccién de la célula LLC con su Ag®®, o aumentar la expresién de
AID a través de la via JAK/STATS, llevando a la proliferacion celular y a la consecuente posibilidad de
incorporar nuevas mutaciones o translocaciones que aumenten la progresion tumoral o la resistencia al
tratamiento?>*°. Ademas, la produccién de varias proteinas WNT por las células del microambiente
puede activar las vias de sefializacion Wnt candnica y no candnica®®*®’, lo cual también lleva a la
estimulacién celular, asi como a la proliferacién y migracion de la célula LLC*,




Figura IV: microambiente de la célula LLC
(adaptado de Fabbri y Dalla Favera,
201658). La migracion de la célula LLC hacia
el tejido linfoide es mediada por CXCR4 en
respuesta a CXCL12, secretado por las
NLCs, y también via CCR7 en respuesta a
CCL19 y CCL21, producidos por las células
de las vénulas endoteliales (HEVs). Las
células endoteliales HEV también expresan
hialuronano, el cual interactia con CD44
para facilitar la sefializacién de la célula By
posiblemente potenciar la produccién de la
MMP9 (metaloproteinasa de matriz).
Algunas de las quimioquinas que
promueven la supervivencia de la célula B-
LLC son CXCL12, BAFF y APRIL. La sobrevida
también es promovida por la interaccion
CD31-CD38, y por la producciéon de
factores WNT por células estromales, que
interactian con ROR1/2 y receptores
Frizzled. El contacto de la célula LLC con
células mesenquimales estromales
también se da por interacciones VCAM1
(proteina de adhesién celular vascular 1)-
integrina a4B1, que contribuyen a la
supervivencia. Las células LLC pueden secretar CCL3/4, las cuales reclutan células T y monocitos al microambiente. Células T
activadas pueden proveer sefiales de proliferacidn a través de interacciones CD40L-CD40 y de la secrecion de citoquinas como
IL-2, IL-4 e IL-10. Las células LLC secretan CCL12/22, que atraen mas células T al microambiente. En los tejidos, las células LLC
pueden ser expuestas a (auto)antigenos que, eventualmente, estimulan la activacion B por interacciones con la Ig de
membrana, lo cual podria aumentar la respuesta de la célula LLC a las sefiales y factores proveidos por el microambiente LLC.
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A medida que las células LLC abandonan el tejido, el encuentro con el Ag serd transitorio, y sus efectos
probablemente se revierten en la sangre, llevando a aumentos variables en la expresién de IgM de
membrana y del receptor de quimioquinas CXCR4 (molécula implicada en el mantenimiento de la
retencion de la célula B y su contacto con elementos estromales de los tejidos linfoides sélidos)*. La
expresion de CXCR4 en la célula LLC es disminuida ante la exposicidn al ligando de quimioquina CXCL-
12%°, producido por las NLCs®. Por tanto, las células LLC en la sangre que recientemente han
abandonado el tejido linfoide expresan bajos niveles de CXCR4 y altos niveles de CD5, relativos a las
células LLC que van en camino a reingresar a los compartimentos linfoides®2. Por razones aun no
comprendidas, un alto nivel de expresion de CXCR4 en las células LLC circulantes se asocia con un peor
prondstico en pacientes con perfil IgVy mutado, posiblemente influenciando la reentrada de las células a
los centros de proliferacion®?.

AID y poblaciones proliferantes en LLC

Hoy en dia es ampliamente aceptada la vision de la LLC no como una enfermedad estatica sino
dinamica, compuesta por grupos de células proliferantes y sobrevivientes a la apoptosis, y el balance
entre dichos grupos determina, al menos en parte, la tan heterogénea evolucién clinica entre los
pacientes®¥%*, Esto fue demostrado por primera vez en 2005 por Messmer et al. %>, quien mostrd que las
células leucémicas de cada paciente analizado poseen tasas de reproduccion definibles y sustanciales,
que varian entre 0,1% y 1,0% de la totalidad del clon por dia. Con este y otros trabajos relacionados®®®’
se postuld que los pacientes con mayores tasas de proliferaciéon celular sufren una enfermedad mas
agresiva y de peor respuesta al tratamiento que aquellos con una tasa menor de proliferacion.



A partir de este descubrimiento, muchos esfuerzos se han hecho por conocer las caracteristicas de estas
poblaciones proliferantes. Se ha probado que existe un subgrupo de células LLC proliferantes que
sobreexpresan distintas moléculas indicadoras de una activacion mediante sefializacién por el
microambiente. Por ejemplo, se identificd una estrecha asociacion entre la expresién del marcador
CD38, niveles aumentados de Ki-67 (antigeno asociado a la proliferaciéon) y ZAP-70 (tirosina quinasa
expresada normalmente cerca de la superficie de los linfocitos, crucial en la sefializacidn de la célula T)%.
CD38 es una molécula implicada en procesos de sefializacidn y activacién, y es también un marcador
prondstico en la LLC3® (ver Genes con mutaciones en 3’ UTR relevantes en LLC, pag. 19). Esto sugiere que
la fraccién positiva para CD38 (CD38*) contiene miembros mas activados, y podria entrar al ciclo celular
mds frecuentemente que su contraparte negativa®. También se ha visto que las células B-LLC CD38*
sobreexpresan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), lo cual se
asocia con una expresion aumentada de la proteina antiapoptdtica MCL1%,

Por otro lado, trabajos de nuestro laboratorio han descripto un subgrupo diferente de células LLC
proliferantes en pacientes progresores y de muy mal prondstico clinico, que muestran un perfil IgVy no
mutado y expresidon de AID en los linfocitos tumorales de SP. Se ha visto que estas células sufren un
proceso activo de Cl, ya que expresan tanto IgM como IgG en su superficie (IgM*/IgG*), y expresan,
ademas, marcadores de proliferaciéon y activacion celular, como la proteina Ki-67, CD49d, BCL-2, el
oncogen c-myc, y Survivina (una proteina miembro de la familia de inhibidores de la apoptosis). Ademas
de ello, esta subpoblacién muestra niveles disminuidos de p27%P!, una proteina inhibidora del ciclo
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celular, caracteristicos de un comportamiento de activa proliferacién
subpoblacién en activa proliferacién aun no se comprende completamente, se cree que podria tener un
papel adyuvante en el mantenimiento de otras subpoblaciones proliferantes de LLC.

Por otro lado, en 2011 Calissano et al. describid otro subgrupo de células LLC proliferantes, que también
expresan AID®2. En este trabajo se caracterizaron los compartimentos proliferante y quiescente, en
funcion de las diferencias en la densidad de expresién de CD5 y de CXCR4%. Se postuld que una alta
densidad de CD5 indicaria activacidn celular, tal como ocurre en las células B normales, y que niveles
bajos de CXCR4 indicarian células que han internalizado el receptor como resultado de un evento de
activacion, y por tanto han salido del tejido linfoide a la periferia®. Se propone que la totalidad de las
células LLC se muestra como un continuo entre las fracciones CXCR43°/CD52"°, CXCR4™/CD5™ y
CXCR42'°/CD53°: en un extremo se encontraria la poblacién proliferante, altamente enriquecida en
células joévenes que acaban de abandonar el tejido linfoide sélido, donde ocurrié la activacién vy
proliferacién; el otro extremo corresponderia a la poblacién quiescente, compuesta de células mas
viejas, menos robustas, que probablemente han estado circulando en la sangre por mas tiempo vy
apelan, a través de sus altos niveles de CXCR4, a migrar a un nicho de tejido sdlido para escapar a la
muertel®®2,

En una linea similar, el grupo de Huemer et al, utilizd6 otro marcador de activaciéon celular, CD86
(sobreexpresado en células B que estan sufriendo division en las zonas clara y oscura de los CGs), para
identificar la fraccidn proliferante’. Encontraron que la expresion de Ki-67 es mas alta en las células LLC
CD86%"°/CXCR4¥° que en su contraparte CD86P%°, Esta fraccidén proliferante también expresa AID, y
coincide con la fraccion CXCR43°/CD52" descripta por Calissano et al.%2. Adicionalmente, resultados de
nuestro laboratorio, no publicados aun, muestran que la subpoblacién proliferante IgM*/IgG* descripta
previamente muestra también una alta expresion de las moléculas CD5 y CD38, asi como una baja
expresion de CXCR4. Estos datos sugieren la correlacion entre la expresion de AID, CD5 y CD38 con
moléculas representativas de una activacion tumoral de las células LLC en el centro proliferante. Mas
importante aun, estos resultados muestran que la sobreexpresién de AID es la principal caracteristica
comun de estas subpoblaciones proliferantes, y plantea una pregunta de gran importancia en lo que



respecta a la evolucién de la LLC: ées la expresion aberrante de AID, mantenida en el tiempo en
pacientes con alta linfocitosis, responsable de una mayor progresion tumoral, originada por mutaciones
no especificas en genes que no son de Igs?**?°. De ser esto asi, seria razonable asumir que la progresién
de la enfermedad podria estar relacionada a la evolucién clonal de estas células proliferantes, y que la
expresion constitutiva de AID en la historia del clon leucémico seria un evento clave en la progresion de
la enfermedad?®.

Rol mutagénico de AID en LLC

Al igual que en los linfocitos B normales, la expresion de AID es regulada en el estado de activacion
celular en las células B-LLC. Se asume que las células LLC en sangre que expresan AID se han dividido
recientemente y han emigrado de los tejidos linfoides, principalmente nodos linfaticos (a saber por la
mayor tasa de divisién celular en dicho sitio)’?. La fraccidon de células activadas, AID*, es pequefia y varia
con el tiempo™’% la presencia y los niveles de miembros intraclonales AID* se correlacionan
directamente con un peor curso clinico y menor sobrevida®®. Esto aplica principalmente a pacientes con
un perfil IgVy no mutado (que poseen mayores niveles de AID), como también a la fraccion de pacientes
con perfil mutado, en donde también se ha descripto la expresién de AID. Ademas, los niveles de AID se
correlacionan con anormalidades citogenéticas asociadas a un peor desarrollo clinico y, en conjunto,
derivan en un menor tiempo al primer tratamiento’>.

Es razonable pensar que dicha pequefa fraccion AID*, que estd contenida casi exclusivamente en la
fraccion proliferante (recientemente dividida) del clon leucémico y acaba de completar una ronda de
replicacion de su DNA, tiene la mayor probabilidad de haber desarrollado una lesién genética que
resulta en la progresion de la enfermedad. Es por esto que esta fraccion es especialmente peligrosa®®.
Esta hipdtesis se basa en los estudios realizados por los grupos de Chiorazzi y Oppezzo, en donde se
muestra que la tasa diaria de division de la célula leucémica, que se correlaciona con el nivel de
expresion de AID, estd asociada a marcadores de mal prondstico (perfil IgVy no mutado, altos niveles de
ZAP-70 y CD38%7%) y predice el tiempo requerido al primer tratamiento.

En adicidn a esto, resultados del trabajo de Bagnara et al.”® muestran que el proceso mutacional de AID
continda luego de la transformacién leucémica dentro de miembros individuales del clon leucémico,
incluyendo aquellos en los cuales el clon clinicamente definido es clasificado como no mutado. Por
tanto, se hipotetiza que también podrian estar afectados genes no Ig por este proceso mutacional’®.

El genoma de la LLC se caracteriza por la presencia de alteraciones estructurales y un amplio rango de
mutaciones, que resultan en un paisaje gendmico muy heterogéneo. La presencia de anormalidades
cromosomicas, junto con el perfil mutacional del gen IgVy, son de los predictores mas fuertes del curso
clinico””: aproximadamente un 80% de los pacientes con LLC presentan al menos una de las cuatro
alteraciones cromosémicas mas comunes’8, y la tasa de mutacién promedio en LLC va desde 0,4 a 2,1

7980 En  términos generales, un genoma de LLC tipico posee

alteraciones por megabase
aproximadamente 2500 lesiones moleculares, siendo esta carga mayor en pacientes con perfil mutado
(3000 mutaciones/megabase) que los de perfil no mutado (2000 mutaciones/megabase)”’.

Si bien la mayoria de los pacientes con LLC presenta alguna de las anormalidades cromosdmicas mas
recurrentes, cuando se trata de variantes de un sélo nucledtido (del inglés, SNVs: Single Nucleotide
Variants), solo unas pocas muestran una recurrencia mayor al 5% en los pacientes®. Ademas, existe un
gran nimero de genes mutados a frecuencias menores que aln no se han caracterizado bioldgica y/o
clinicamente?®.

En concordancia con la gran heterogeneidad clinica de los pacientes con LLC, el paisaje gendmico de la

LLC es complejo, con una enorme lista de genes (en continuo crecimiento) mutados a bajas frecuencias.
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Dentro de este paisaje heterogéneo, hay una serie de lesiones genéticas compartidas por las diferentes
malignidades de células B que afectan mecanismos y procesos similares, como la reparacién del ADN y
la sefializacion por el receptor de antigenos, lo cual indica cierto grado de coincidencia en algunas vias
involucradas en linfomagénesis®'®2, Las mutaciones mas frecuentes en LLC afectan genes como Notch
(de la via de sefializacion celular NOTCH, crucial en la comunicacién célula-célula, que involucra
mecanismos de regulacién génica que controlan multiples procesos de diferenciacién celular durante la
vida embrionaria y adulta®), Sf3b1 (codificante para el factor de splicing 3bl, que forma parte del
complejo de pequefias ribonucleoproteinas nucleares, implicadas en procesos de corte y empalme del
ARN®*) y Birc3 (codificante para BIRC3, proteina implicada en la regulacién de la apoptosis, asi como en
la sefializacién inflamatoria e inmunidad, proliferacion celular, invasién celular y metéstasis®), y han
sido reportadas en un 2-10% de los pacientes®. La frecuencia de mutaciones de los genes conductores
del cancer, a excepcion de Myd88 e Igll5, han sido asociados con una enfermedad progresora, de alto
riesgo, o perfil no mutado®”-%,

Una cuestidn curiosa relacionada a la actividad de AID en linfomagénesis es el desacoplamiento entre la
expresion de AID y la HMS*89% v e| hecho paraddjico de que la actividad de AID se encuentra
enriquecida en casos de LLC con perfil IgVy no mutado®. La contribucién de las aberraciones subclonales
a la patogénesis de la LLC estd siendo cada vez mas aceptada, debido a trabajos importantes en el
area’’®2, Con esto se propone que las lesiones clonales, que causan mayormente cambios estructurales,
generalmente corresponden a eventos conductores mds tempranos, mientras que las lesiones
subclonales en genes conductores (como Notchl o Sf3b1) son adquiridas mas tarde en el curso de la
enfermedad®*®°.

En suma, se cree que AID podria jugar un rol importante en el origen de la leucemia, pero
principalmente que el efecto acumulativo de mutaciones en el tiempo en las fracciones proliferantes
contribuiria a la mutagénesis y posterior progresién tumoral, facilitando asi la emergencia de nuevos
subclones involucrados en, incluso, la refractoriedad (reaparicion de la enfermedad o de sus signos y
sintomas luego de un periodo de mejora) al tratamiento®®.

En cuanto a las mutaciones con firma de AID en LLC, Kasar et al. demostré que, del total de mutaciones
somaticas encontradas en una cohorte de LLC de pacientes indolentes, el 25% mostraban firmas de AID,
es decir, evidencia de que la mutacion fue generada por AID, (tanto candnica (c-AID, que representa el
cambio introducido por AID en el hot spot WRC, pudiendo ser sustituciones C-G o C-T) como no
canonica (nc-AlD, que representa el cambio A-C en el contexto WA)), de las cuales 20% son nc-AlID, y 5%
son c-AID”°. Es decir, en pacientes con una LLC indolente, la firma de AID predominante seria la no
candnica. Sin embargo, de las mutaciones con firma nc-AID, solo un 60-70% se ha comprobado que se
deban a la accion de AID, mientras que las restantes podrian ser resultado de otros factores
mutagénicos (a ser radiaciéon UV, envejecimiento, entre otros)®. En adicidn a esto, la relevancia de estos
datos en pacientes indolentes resulta cuestionable, dado que, como hemos mencionado, AID es un
indicador de mal prondstico en LLC y se ha demostrado que su expresion se ve aumentada en pacientes
progresores.

En linea con esto, nuestro grupo realizd estudios en ratones con LLC, a los que se indujo la
sobreexpresidon de AID, demostrando que la principal firma de AID es candnica®® (a diferencia de los
datos de Kasar et al. en pacientes LLC indolentes, donde se vio que la firma predominante es la no
candnica). Posteriormente, se realizé la busqueda de mutaciones en una cohorte de LLC humana, esta
vez de pacientes progresores, con expresion de AID mantenida (y en altos niveles) en SP. Los datos
obtenidos coinciden con los del modelo murino, siendo la firma c-AlID la predominante. Mas importante
aun, los genes con firma c-AID encontrados en ratones son, en gran parte, genes de relevancia funcional
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en la progresidn clinica de la LLC, como MCL1, PIM1, CD38, entre otros®. Al dia de hoy, cdmo esta
actividad candnica de AID influencia el estado mutacional del genoma de LLC y, en consecuencia, el
curso de la enfermedad a largo plazo, sigue siendo una pregunta sin responder?®.

Resultados preliminares

Mutaciones generadas por AID en 3’ UTR

En un trabajo de Maestria en Ciencias Bioldgicas previo a mi llegada al laboratorio, el MSc. Seija realizé
el andlisis de un secuenciado masivo del exoma (WES, del inglés, Whole Exome Sequencing) sobre una
cohorte de dos grupos de pacientes: grupo A) cinco pacientes con LLC clinicamente progresores y con
necesidad de tratamiento, perfil IgVy no mutado, y con alta expresion de AID en SP; grupo B) cinco
pacientes con perfil no mutado, clinicamente indolentes y, por ende, sin necesidad de tratamiento, que
no expresaron AID en SP en ninguna de las evaluaciones periddicas (cada 6 meses) durante 3-4 afios. En
los pacientes del grupo A), la expresidon de AID fue evaluada cada 6 meses durante un periodo de 3-4
anos, siendo posible, de esta manera, seleccionar aquellos pacientes con expresidon de AID mantenida
en el tiempo. De ambos grupos, a su vez, se tomaron muestras al tiempo del debut (inicio de la
enfermedad), y durante la progresidon o evolucidon de esta (segun se trate de pacientes progresores e
indolentes, respectivamente). Por tanto, se secuenciaron 4 grupos de muestras, cada uno de los cuales
se compone del pool (agrupamiento) de los cinco pacientes. Ademds, para cada muestra se secuencio el
ADN de células no tumorales, CD3*/CD19;, de todos los pacientes implicados, como control negativo®’.
Del analisis del secuenciado se obtuvo una lista de genes que contienen mutaciones con firma de AID,
presentes en los pool de pacientes AID* (y ausentes en los AID’), al momento del debut y que se
mantienen durante la progresion. Si bien estos resultados forman parte de la Tesis de Maestria antes
mencionada, mi trabajo de Tesina y futuro trabajo de Tesis de Maestria pretenden evaluar el rol
funcional e impacto biolégico de algunas de las mutaciones originadas por AID en algunos de los genes
previamente descriptos.

Uno de los resultados de mayor interés obtenidos de este proyecto ha sido la observacion de un
incremento significativo de mutaciones off-target de AID en la region no traducida del extremo 3’ (3’
UTR, del inglés Untranslated Region) en comparacién a las encontradas en la regién no traducida del
extremo 5’ (5" UTR) (Figura V)*.
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Genes mutados por AID

Figura V: genes mutados por AID graficados en funcion del porcentaje de pacientes con LLC registrados mediante WES con la
mutacion (adaptado de Seija, 2018%). Las barras en color naranja indican genes con mutaciones en 3’ UTR, mientras que las de
color verde indican mutaciones en 5" UTR o en la regidn codificante del gen. En negrita se resaltan los genes seleccionados para
posteriores estudios en este trabajo. Para los genes que presentan mas de una mutacion, estas se distinguen con "'mx”, siendo x
el nimero de la mutacién. A todos los valores de porcentaje se les resto los correspondientes a su respectivo control de células
no leucémicas.

Estos resultados nos parecen de gran interés, puesto que las regiones génicas no traducidas del ARN han
sido ampliamente descriptas como sitios de regulacién de la transcripcién de muchos genes: en estas
regiones se encuentran los sitios determinantes de la localizacidon subcelular, exportaciéon al nucleo,
eficiencia de la traduccién y estabilidad del ARNm®%. Ademds, son sitios de unién a microARNs
(MiARNS).

Los miARNSs son pequenos fragmentos (de 22 pares de bases, aproximadamente) de ARN no codificante,
gue juegan un rol en la regulacién postranscripcional del ARNm. Tipicamente, los miARN se generan de
un miARN primario doble hebra, a través de dos eventos de clivaje enzimatico. El miARN simple hebra se
asocia con la proteina Argonauta y con otros cofactores, constituyendo el complejo efector llamado
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés). RISC induce la degradacion
del ARNm blanco y la supresién de su traduccion a través de la interaccion con las secuencias
complementarias en la regiéon 3’ UTR del ARNm blanco!®1%2 Para que el mecanismo transcurra
eficientemente, es necesario que la complementariedad entre la secuencia blanco y la del miARN sea
del 100%, o muy cercana. Por lo tanto, técnicamente bastarian mutaciones en un Unico o unos pocos
nucledtidos para interferir en la interaccién, pudiendo tanto perderse como generarse nuevos blancos
de ARNm.

Muchos miARNs pueden funcionar como oncogenes (llamados “oncomiRs”) o genes supresores de
tumores a través de la regulacion de la expresion de ARNm especificos, y la desregulacion de su
expresion ha sido fuertemente asociada a los procesos de iniciacién del cancer, progresién vy
metdstasisi®1% Mads aun, la implicancia de diversos miARNs ha sido probada en LLC, siendo los mir-15a
y miR-164a, localizados en el cromosoma 13q14, los mas ampliamente descriptos®>1%7,

Por estas razones, el estudio posterior de los genes que poseen mutaciones en su 3’ UTR generadas por
AID, sumado al hecho de que sus funciones podrian ser relevantes en la biologia de la LLC, resulta de
vital importancia para entender nuevas causas de la progresion y/o la refractoriedad al tratamiento de
la LLC en estos pacientes.
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Genes con mutaciones en 3’ UTR relevantes en LLC

En el estudio de secuenciado mencionado se obtuvo una lista de mutaciones validadas para una serie de
genes relevantes en LLC y en procesos inmunoldgicos en general. La validacion de las mutaciones en los
genes preliminares seleccionados se realizd mediante un segundo secuenciado masivo, sobre 15
pacientes adicionales progresores, AID*, durante la progresion®. Luego del andlisis, los resultados
muestran un grupo de genes que podrian ser de gran interés, dadas sus posibles implicancias en la
biologia de la LLC, como IL-17RA (con una ocurrencia del 41% para la mutacion 1y 25% para la mutacién
2), IL-17A (33%), POT1 (25%), IKZF1 (16% y 25% para la mutacién 1y 2, respectivamente) y CD38 (58%)
(ver Figura VI, pag. 17).

IL17A e IL17RA

IL-17A es una citoquina proinflamatoria que induce la produccién de IL-6 e IL-8 en una variedad de
células!®®10, Es tradicionalmente aceptado que IL-17A e IL-17F son producidas primariamente por
linfocitos Th-17 CD4* 11112/ Sin embargo, se han identificado otros tipos celulares que las producen,
como linfocitos T CD8* y células NK bajo ciertas condiciones!!*!!4, En el trabajo de Vazquez Tello et al.,
publicado en 2002, se postuld la posibilidad de que los linfocitos B normales sean una fuente de IL-17A
y/o IL-17F%5,

El rol de IL-17 y su efecto en la induccién de IL-6 en la progresion de la LLC no se comprende
completamente hoy en dia. Existen trabajos en los que se postula que la frecuencia de células Th17 en
LLC se ve aumentada en comparacion con individuos sanos, y que niveles altos de IL-17 se correlacionan
con un peor curso clinico!®. Sin embargo, otros estudios afirman que la respuesta Th17/IL-17 juega un
rol protector, y que pacientes con LLC en un estadio mds avanzado de la enfermedad presentan niveles
menores de Th17/IL-1717118,

Por otro lado, en Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) se han reportado altos niveles de IL-17A, la cual
seria capaz de inducir la proliferacién de las células B mediante la via de sefializacién intracelular AKT.
Interesantemente, esta misma via se encuentra activada también en LLC!'%120,

Tal como lo plantea Seija en su trabajo de Maestria, en cuanto a las mutaciones en 3’ UTR observadas en
este gen y la posible implicancia de estas en la expresién de la proteina y de su receptor, podria
hipotetizarse un mecanismo autdcrino de proliferacién de la célula LLC dependiente de IL-17: dentro del
microambiente proveido en los centros proliferantes, donde el clon leucémico recibe diversos estimulos
de supervivencia y proliferacién desde distintas células, las mutaciones en 3’ UTR podrian conducir a un
aumento en la expresion, tanto de IL17 como del complejo receptor de IL17 (IL17R, conformado por IL-
17RA e IL-17RC); esto podria generar una autoinduccién de la proliferacién de la célula leucémica, y a su
vez, un rapido descenso en los niveles de dicha interleuquina, que explicaria los reportes de su
disminucidon en sangre periférica en pacientes progresores®’. Uno de los objetivos de esta Tesina serd
confirmar esta hipétesis, comenzando por el analisis de la expresién diferencial en los genes codificantes
para esta interleuquina y su receptor.

POT1

El gen POT1 codifica para la proteina POT1 (cuyo nombre significa Proteccion de los Telémeros), de
unién a ADN simple hebra telomérico. POT1 no sélo recubre los teldmeros, sino también recluta la
enzima telomerasa hacia los extremos de los cromosomas. En las células somaticas humanas, los

d'?1122; en contraste, los telémeros de la linea germinal y

teldmeros se acortan gradualmente con la eda
de células cancerosas no se acortan, consistentemente con el comportamiento de organismos
inmortales y unicelulares'?*%¢, En lo que respecta a la accién de POT1, se ha encontrado una correlacién

positiva entre los niveles de expresién del gen que la codifica y el largo de los teldmeros, y su



sobreexpresidn se asocia a un peor prondstico en cancer!?’. Sin embargo, las mutaciones encontradas
en LLC apuntan a una disrupcién en su funcidn, con una consecuente disfuncidn telomérica y generacién
de aberraciones cromosdmicas, frecuentes en pacientes progresores®” 1?8, Es por esto que el posible
impacto de las mutaciones en el 3’ UTR en este gen debe ser estudiado en profundidad.

IKZF1

La familia de factores de transcripcidn lkaros es esencial para la hematopoyesis, al controlar el destino
del linaje celular y el estado de proliferacién??®*131; |a pérdida de la funcién de estos se asocia con

132138 |KZF1 es una proteina que

inmunodeficiencias y con el desarrollo de diferentes tipos de leucemia
participa en un complejo multimérico con acetiltransferasas, metiltransferasas, deacetilasas, y el
complejo remodelador de la cromatina llamado NURD?*13413% Sy |ocalizacién pericentromérica es
fundamental para su funcién normal como factor de transcripcién®®. El gen IKZF1, que contiene 8
exones, codifica para IKZF1, y a través de vias de splicing (corte y empalme) alternativo, se producen
diferentes isoformas de la proteina®. La porcidn aminoterminal de IKZF1 incluye un dominio de unién
al ADN, y la regidn carboxiterminal contiene dos dominios de dedos de Zinc, responsables de interactuar
con proteinas regulatorias, formando el complejo remodelador del nucleosoma. La presencia de las
isoformas activas determina la localizacién nuclear pericentromérica en la heterocromatina de IKZF14%-
142 Algunas isoformas pierden la capacidad de unién al ADN, y son llamadas isoformas dominantes
negativas (IDN), ya que pueden afectar la funcién de las isoformas activas'*?. Los altos niveles de las
isoformas negativas como Ik6, Ik7 e 1k4/8 en algunos tipos de leucemia sugieren que la expresién y el
patrén de localizacion de IKZF1 podria estar relacionado a la transformacién maligna en células
cancerosas'®*'#, Existen datos de una posible predominancia de las isoformas negativas 1k6 e 1k4/8 en
LLC, aunque no han sido confirmados. En adicidn a esto, estudios previos han asociado la disminucidn
en los niveles de expresidn de IKZF1 con un peor prondstico en LLA,

Por estas razones, resulta interesante el estudio de la expresion de IKZF1 en los pacientes progresores
en los que se hallaron las mutaciones en la region 3’ UTR.

CD38

En células B humanas, la proteina CD38 se expresa como una molécula de membrana integral,
generalmente en conformacidon dimérica. La molécula tiene una tendencia a asociarse con otras
proteinas, formando grandes complejos supramoleculares: las moléculas asociadas a CD38 en células B
humanas incluyen el complejo CD19/CD81, el receptor de quimioquinas CXCR4, y moléculas de

d¥*”148 En conjunto, estas sefiales aumentan tanto la quimiotaxis como la

adhesion, como CD49
proliferacién en las células B neoplasicas.

En LLC, CD38 es aceptado como un marcador dependiente de prondstico no favorable y como un
indicador de activacién y proliferacién de las células®®14-13, Es generalmente aceptado que pacientes
CD38* tendran un menor tiempo antes de la progresion, requerirdn tratamientos mds tempranos y
frecuentes, y eventualmente menor sobrevida®.

El clon LLC CD38* muestra una habilidad aumentada para migrar en respuesta a CXCL12*, para
transducir sefales mediadas por el BCR, y para responder al entrecruzamiento mediado por anticuerpos
anti-IgM y anti-IgD¥>%, Por tanto, se cree que la expresién de CD38 es al menos un reflejo cuantitativo

de la activacion de la célula LLC in vivo®®.



Objetivos

Dada la importancia funcional que los genes mencionados podrian tener en el comportamiento de una
célula B en el sistema inmune y especificamente en un linfocito leucémico, los objetivos que nos hemos
propuesto en esta Tesina son los que se describen a continuacién.

Objetivos generales

Elucidar los posibles efectos de las mutaciones off-target en las regiones 3° UTR generadas por la enzima
AID en los cinco genes previamente seleccionados, para poder aportar conocimientos sobre el rol de
esta en la progresién de la LLC.

Objetivos especificos

2.1

2.2

2.3

Disefiar cebadores especificos para corroborar mutaciones con la firma de AID en los genes
seleccionados a partir del estudio de secuenciado masivo.

Para llevar a cabo este objetivo especifico se realizara la seleccién de cebadores especificos que
amplifiquen el fragmento del gen en el cual fue localizada la mutacién con firma de AID de aquellos
genes previamente seleccionados. A partir del ARN extraido de sangre de pacientes con LLC en
donde se identificé la mutacidn se realizard la transcripcion reversa para obtencion del ADN copia o
complementario (ADNc) y, posteriormente, la puesta a punto de las condiciones para obtener la
amplificacion del producto deseado por PCR cuantitativa (qPCR o PCR en tiempo real). De la misma
manera, se sintetizard ADNc de muestras de pacientes en donde no se identificd la mutacidn, para
contar con los controles correspondientes.

Evaluacion de las diferencias de expresion para los genes seleccionados en el ADNc de pacientes con
y sin la mutacion con la firma de AID.

Se evaluard el cDNA de pacientes que posean la mutacién especifica de AID (“Mut”) en los genes
seleccionados y de pacientes que no posean la mutacion (“Wt”). Se determinara la expresion de
cada uno de ellos relativa al gen de expresion constitutiva GAPDH mediante la técnica PCR en
tiempo real. Los genes seleccionados previamente para llevar a cabo este andlisis son: IL17A,
IL17RA, POT1, IKZF1 y CD38. Todos ellos muestran mutaciones en las regiones no traducidas 3’, las
cuales podrian estar implicadas en regulacion de la expresion génica a nivel del ARNm.

Experimentos in vitro con células primarias de pacientes con LLC para intentar correlacionar los
posibles efectos de la mutacion ocasionada por AID con caracteristicas de activacion y/o de
proliferacion celular, tipicas de la progresion tumoral de los pacientes portando la mutacion.

Este objetivo es dependiente de los resultados que se obtengan del Objetivo especifico 2.2; de las
posibles funciones atribuidas al gen diferencialmente expresado, y de la actividad que este gen
pueda tener en la progresion leucémica.

A modo de ejemplo, podemos pensar diferentes hipotesis: en el caso de encontrar diferencias en el
gen IKZF1, el cual es un factor de transcripcion importante en el desarrollo del linfocito B, la
expresion alterada de esta molécula podria estar afectando directamente el desarrollo de la célula
tumoral, determinando el grado de diferenciacién del tumor. Numerosos trabajos proponen que
células mas indiferenciadas llevan a la generacién de tumores mas malignos® %, En el caso



especifico de la LLC, el hecho constatado de que aquellas células cuyo BCR no tiene mutaciones
(caso tipico de un linfocito B que aun no encontré su Ag por no haber pasado por el CG), podria
estar mostrando a una célula mas inmadura, y por ende ser responsable de una LLC de peor
evolucidn, en comparaciéon con aquellas células que tienen un BCR mutado, tipico de pacientes con
LLC de mejor prondstico®’. Mutaciones en el 3’ UTR de IKZF1 podrian relacionarse con la expresion
diferencial de este factor de transcripcion, afectandose asi el desarrollo del clon leucémico.

En el caso de CD38, podriamos plantear que las mutaciones con firma de AID en el 3’ UTR del gen
codificante para esta proteina sean responsables de su sobreexpresién. La confirmacidn de este
dato seria de gran importancia, ya que un aumento de la expresién de CD38 en el clon leucémico se
correlaciona con una mayor progresion de la enfermedad®®®. En este caso, estarifamos presentando
una explicaciéon original de una de las posibles causas de la sobreexpresién de un marcador
prondstico de importancia en la LLC como CD38.

Otro de los genes que seria de interés estudiar es el codificante para los receptores de IL-17, por la
hipétesis de autoinduccidn de la célula B leucémica antes expuesta (ver Genes con mutaciones en 3’
UTR relevantes en LLC, pag. 18).

En resumen, creemos que la constatacién de la expresién diferencial de alguno de los genes
seleccionados previamente, asi como la corroboracién del mecanismo responsable de este cambio
en la expresién en el clon tumoral, podrian ser aportes cientificos de interés en la biologia de la LLC.



Materiales y métodos

Extracciéon de ARN de pacientes y sintesis de ADNc

Una vez seleccionadas las muestras de los pacientes con LLC con o sin mutaciones en las regiones 3’ UTR,
se procede a la extraccidn del ARN a partir las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés). Se toman 5x10° PBMC y se tratan con el reactivo TRIzol (Invitrogen, 15596026), segun el
procedimiento descripto por Chomczynski y col.'®2. Para la evaluacidn de la extraccién se mide la relacién
de absorbancia a (260/280)nm, y a partir del valor a 260nm se obtiene la concentracion de ARN obtenido.
Para la reaccion de retrotranscripcion se utilizd el kit de la transcriptasa reversa Moloney Murine
Leukemia Virus (M-MLV RT; Invitrogen, 28025-013), siguiendo las indicaciones del proveedor, en un
volumen total de reaccidn de 40uL. Para esto se toman entre 300 y 500ng de ARNm, y se utilizan los
reactivos indicados por el proveedor.

El mismo procedimiento fue aplicado para todas las muestras utilizadas en los experimentos: pacientes
con LLCy lineas celulares Daudi y MEC-1.

PCR a punto final
PCR de GAPDH y Electroforesis en gel de Agarosa

Para evaluar la reaccidn de retrotranscripcidn se realizd una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a
punto final con 1uL del ADNc de cada paciente, amplificando el gen GAPDH (codificante para la enzima
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, de la via glucolitica, de expresion constitutiva). Se utilizd la
enzima Tag ADN Polimerasa (Invitrogen, 10342020), con los reactivos correspondientes indicados por el
proveedor, en un volumen final de reaccidon de 25ulL. Los cebadores se utilizaron en concentracién
300nM. Sus secuencias son las siguientes: Directo: 5° GGTGCTGAGTATGTCGTGGA 3’; Reverso: 5’
ATGCCAGTGAGCTTCCGTT 3'. Las condiciones de termociclado se detallan en la Tabla 1. El termociclador
utilizado es Applied Biosystems 2720.

Tabla 1: condiciones de termociclado para la reaccidn en cadena de la polimerasa del gen GAPDH.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacién inicial 94 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94 30 segundos
Annealing 62 30 segundos 30
Extension 72 30 segundos
Extension final 72 7 minutos 1

Teniendo en cuenta el tamafio de los amplicones (productos de amplificacidn) esperados, se realiza un gel
de Agarosa al 2% (Agarosa UltraPure, Invitrogen, 16500500) en buffer TAE 1x (Tris base, dcido acético
glacial, EDTA, pH=8), del cual se utilizan 100mL. Para el revelado del ADN doble hebra se utiliza solucién
de Bromuro de Etidio (Eurobio, GEPBET02) de concentracion 0,5ug/mL. El buffer de muestra a utilizar
(6XS, Tipo Il Maniatis) consta de 0,25% de azul de Bromofenol, 0,25%de xylene cyanol FF, y 30% de
glicerol en agua. El marcador de peso molecular utilizado es 100pb DNA Ladder, con un rango de peso
molecular de 100 a 2000pb (Invitrogen, 15628). La cuba de electroforesis se conecta a 100V por 15
minutos (aproximadamente, hasta observar que el frente de corrida superd al menos la mitad del gel).
Una vez culminada la corrida, se visualiza en transiluminador (Carestream, Gel Logic 112).


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/10342020

PCR de IKZF1 y Electroforesis en gel de Agarosa

Para la visualizacion de las diferentes isoformas de IKZF1 se pusieron a punto las condiciones para una
PCR a punto final, variando las condiciones de termociclado; volimenes de cebadores, ADNc, MgCl,,
enzima; volumen y concentracion del gel de Agarosa; voltaje y tiempo de corrida. Se utilizé la ADN
polimerasa NZYTaq Il (nzytech, MB354), con los reactivos indicados por el proveedor (buffer de reaccién,
MgCl,, mix de dNTPs, agua destilada) y siguiendo el procedimiento recomendado por aquel. Se utilizé
ADNCc de dos pacientes con LLC, la linea celular Daudi (células humanas de Linfoma de Burkitt africana-
americana (Merck, 85011437)) y la linea celular MEC-1 (células derivadas de B-LLC en transformacion
prolinfocitica®®®). El volumen de ADN molde utilizado fue 2uL para pacientes con LLC, y 1uL para lineas
celulares. El volumen final de todas las reacciones fue 50uL. Los cebadores se disefiaron de manera tal
que el producto de amplificacidn abarcara todos los exones del gen, para poder obtener las diferentes
variantes de splicing. Se utilizaron en concentracion 300nM, y sus secuencias son: 5
TAAGCGATACTCCAGATGAGGGCG 3’ (Directo); 5’ TTGTTGCTCTCGGTGTCCGTGG 3’ (Reverso).

Las condiciones de termociclado son las mismas que para GAPDH, y estan detalladas en la Tabla 1.

Para la electroforesis se realizé un gel de Agarosa al 1,5%, con los mismos reactivos descriptos para la PCR
de GAPDH. Se prepard un volumen final de 200mL de gel. La corrida de electroforesis se hizo a 120V,
durante una hora aproximadamente, con el objetivo de lograr una mayor y mejor separacién de los
productos de PCR.

Para la determinacion de los pesos moleculares (en pares de bases, pb) de los productos de amplificacion,
se obtuvo la secuencia completa del gen de la base de datos NCBI*®4,

PCR en tiempo real

Para la cuantificacién de la expresion de genes con mutaciones en 3’ UTR a nivel de ARNm, se realizé PCR
en tiempo real en el equipo QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific). Se pusieron a punto las condiciones
de reaccidn para todos los genes, variando concentraciones de ADN, de cebadores y condiciones de
ciclado. Se utilizd el mix de reaccidn FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Merck, 4913850001).
Los cebadores utilizados fueron disefiados en Macrogen y sintetizados por Integrated DNA Technologies.
Sus secuencias se detallan en la Tabla 2. Se utilizaron a concentracién 300nM, con 2uLde ADNc, para
volumenes finales de reaccién de 20uL. En el caso particular del gen IKZF1, cabe aclarar que los cebadores
se disefiaron de manera de obtener un unico producto de amplificaciéon de 197 pb, correspondiente a una
region del exdén 8, de manera de obtener un Unico producto de amplificacidn y evitar variaciones en
funcién de las diferentes variantes de splicing. Dicha regién se especifica en la Figura 2 de la seccién
Resultados (pag. 26). Las condiciones de ciclado para la amplificacion de todos los genes son las que
provee el termociclador por defecto, con una temperatura de annealing de 602C (ver QuantStudio Design
and Analysis Desktop Sotware User Guide®).

Tabla 2: secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados en las reacciones de PCR en tiempo real. Todas las
secuencias se escriben en sentido 5’-3’.

Cebador Directo Cebador Reverso
POT1 GGGATGGCACCAGGACACCA AGACCCTGATTCCCCGACCGT
IL17A CCACCGCAATGAGGACCCTGA GCCCACGGACACCAGTATCTTCT
IL17RA ATTTCCTTGTGCCTGACTGTGAGC TGGAGTGTCTGGCATTTCTGGGC
IKZF1 GAGGTGGTCCCGGTCATCAG TTGTTGCTCTCGGTGTCCGTGG
CD38 GCCTCATCTTCGCCCAGCCA CGCCACCTCGGGACGACCAC

Determinacién relativa de los niveles de expresiéon: método A(ACt)

La reaccién de PCR se siguid en tiempo real y se analizé mediante QuantStudio 3 Software (Thermo Fisher
Scientific). Se realizo, para cada gen en sus pacientes correspondientes, una cuantificacion relativa por el

_x i
25

r’(- \\ ¢



método de célculo de A(ACt), descripto por Livak y Schmittgen®, asi como en tantos otros trabajos.
Como muestra de referencia se utilizé ADNc de Daudi, y como control de expresion constitutiva se
amplificé el gen GAPDH, tanto para las muestras problema (ADNc de pacientes) como para la muestra de
referencia.

Se determind la expresion relativa del gen de interés en la muestra problema mediante el calculo: 2-2(ACt),

donde A(ACt)=ACtmuestra problema-ACtmuestra de referencia . ACtmuestra problema corresponde a la diferencia entre
el valor Ct del gen de interés y el Ct de GAPDH con el ADNc del paciente como molde, mientras que
ACtmuestra de referencia corresponde a la misma diferencia, con el ADNc de Daudi como molde.

Citometria de Flujo
Preparacién de las muestras

Para los ensayos de Citometria de Flujo se utilizaron PBMC de pacientes con LLC. Las muestras fueron
descongeladas a 37°C en bafio humedo, y se les agregd medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco,
ThermoFisher, MFCD00217820) suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) (Gibco, ThermoFisher,
MFCD00132239) al 10%. Las muestras se centrifugaron por 8 minutos a 400 rcf y se resuspendio el pellet
en buffer DPBS (ThermoFisher Scientific, 14190144). Se realiz6 el conteo de células viables al microscopio
Optico en Cdmara de Malassez, con solucién Azul de Tripano 0,4% (Thermo Fisher Scientific, 15250061).

Marcaje con anticuerpos en superficie

Para el andlisis de expresion de CD38 en células proliferantes de LLC en citometria se utilizaron placas
Corning © de poliestireno en fondo V (Merck, CLS3896-48EA). Los anticuerpos utilizados fueron: anti-CD5
FITC (clon UCHT2, 1uL por pocillo), anti-CXCR4 PE (clon 12G5, 1uL por pocillo), y anti-CD38 APC (clon
HIT2, 1uL por pocillo), todos de BD Biosciences; anti-CD19 PerCp Cy5.5 (clon HIB19) de Biolegend, y
control isotipico IgG1-kappa-APC de ratén (1uL por pocillo), de BD BioSciences.

Las muestras problema corresponden a las PBMC de los 6 pacientes con LLC, marcadas con los
anticuerpos mencionados: anti-CD5 FITC, anti—-CXCR4 PE, anti-CD38 APC y anti-CD19 PerCp Cy5.5.
Ademas, para cada uno de los 6 pacientes se incluyd, como control de unién inespecifica del anticuerpo
anti-CD38 APC, la misma mezcla de anticuerpos excepto este, con el anticuerpo IgG1-kappa-APC en su
lugar. Por tanto, se realizaron dos mixes de anticuerpos, en un volumen final de 84uL cada uno (lo que
corresponde a 12uL de la mezcla de anticuerpos por pocillo). Los volimenes se completan con PBS-
SBF10%-Azida de sodio 0,025%. Por ultimo, se afiadieron controles de cada uno de los anticuerpos por
separado (control de Unico color, UC), y control sin marcar (sin anticuerpos) con las células de un solo
paciente (LLC 358). Cabe aclarar que para el control UC de APC no se utilizé el anticuerpo anti-CD38 sino
anti-CD5-APC (BiolLegend), puesto que la muestra debia ser positiva para el antigeno en cuestién
(justamente, para la muestra problema no se contaba con dicha infomacién).

Brevemente, para el marcaje se dispusieron aproximadamente 0,5 millones de células resuspendidas en
DPBS por pocillo. Se centrifugaron brevemente (5 minutos a 1700 rpm) y se descarto el sobrenadante. A
cada pocillo se le agregaron 12ul del mix de anticuerpos correspondiente o control UC, y se incubaron las
muestras por 15 minutos a temperatura ambiente, protegidas de la luz. Se realizaron dos lavados con
120uL (por pocillo) de PBS, con las mismas condiciones de centrifugacion. Luego se fijaron las células con
25ul (por pocillo) de paraformaldehido polimérico (PFA) al 5%, durante 15 minutos a 4°C. Se agregé PBSy
se llevd a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se resuspendieron las células en 125uL de PBS-SBF-
Azida, previo al analisis en el citémetro.

Los datos de citometria de flujo fueron adquiridos usando el citdmetro BD Accuri C6 Plus (BD Biosciences),
y el anélisis se realizé con el software Flowlo v10.7 (BD Biosciences).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=MFCD00217820&interface=MDL%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=MFCD00132239&interface=MDL%20No.&lang=en&region=US&focus=product

Resultados

Analisis de la expresion de los genes con mutaciones en 3’ UTR por PCR en tiempo real

Para determinar los posibles cambios en los niveles de expresién de los genes con mutaciones en su 3’
UTR con firma de AID, se selecciond un grupo de pacientes que tuvieran la mutacién en cuestion
(mutados), y otro grupo de pacientes que no la tuvieran (wild-type). Se disefiaron cebadores especificos
para los siguientes genes: IL17A, IL17RA, POT1, IKZF1 y CD38, y se calculé su expresion relativa a una
muestra de referencia (en este caso, ADNc de la linea celular Daudi) por el método A(ACt) (ver Materiales
y métodos, pag. 24).

En la Figura 1 se muestran los graficos obtenidos de la cuantificacién de cada gen. Los pacientes se
dividen en “Mut” (mutado) y “Wt” (wild-type).
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Para todos los genes, se realizé el test estadistico t-Student (test t) no pareado, con p<0.05, utilizando el
software GraphPad Prism 9.1.0. Para IL17A e IL17RA, el test t no arrojo diferencias significativas entre los
grupos (Figs. 1A y B). Tampoco para POT1 (Fig. 1C). Para IKZF1, el t-test si mostré diferencias significativas
(Fig. 1D). Para CD38, no se vieron diferencias (Fig. 1E).

Analisis de las isoformas de IKZF1 por PCR a punto final

Como se menciond en la Introduccién, altos niveles de las isoformas negativas de la proteina IKZF1 (Ik6,
Ik7 e 1K4/8) han sido descriptos en algunos tipos de leucemia. Al ser un factor de transcripcion crucial para
la determinacidn del linaje de la célula B, se cree que la expresidon y patrén de localizacion de IKZF1
podrian estar implicados en la transformacion maligha en células cancerosas!**144,

Con el fin de analizar cualitativamente las diferentes isoformas de IKZF1 activamente transcriptas en LLC,
y confirmar los datos publicados por de Oliveira®, decidimos amplificar los diferentes fragmentos
correspondientes a estas. Para ello, de 4 muestras (dos lineas celulares, MEC-1 y Daudi, y dos pacientes
progresores de LLC, 060 y 278) se extrajo el ARN, y a partir de él se sintetizdé el ADNc (ver Materiales y
meétodos, pag. 22), que serviria de molde para la reaccidn en cadena de la polimerasa. Se utilizé un solo
par de cebadores, que logran amplificar la totalidad de las variantes de splicing del gen. El resultado

de la electroforesis en gel del Agarosa y una representacion del gen IKZF1 con sus diferentes patrones de
splicing alternativo se muestran en la Figura 2.
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Figura 2: productos de splicing alternativo del gen IKZF1. A:
electroforesis en gel de Agarosa de los productos de amplificacion
de IKZF1. El gel de Agarosa se realizd en concentracién 1,5% en
TAE 1x, con Bromuro de Etidio como revelador. El marcador de
peso molecular (MPM) es 100bp DNA Ladder (ThermoFisher).
Arriba, en color gris se sefiala la muestra de la que se obtuvo el
ADNc molde: Daudi, MEC-1, LLC 060 y LLC 278. (-): control
negativo de la PCR (sin ADN molde). En el borde izquierdo se
indican los pesos moleculares de las bandas del MPM. En linea
punteada color gris se representa la banda de 500 pb, que por
razones técnicas no se observa en el gel. Los nimeros en blanco

refieren al numero de variante de splicing del gen IKZF1. 1: 1153
pb (IK1); 2: 892 pb (IK2); 3: 892 pb (IK3); 4: 766 pb (IK4); 5: 724 pb
(IK5); 7: 724 pb (IK7). En nimeros color azul oscuro se muestra la ubicacion esperada de las isoformas restantes, que no pudieron
ser identificadas en el gel (8 y 6). 6: 463 pb (IK6); 8: 598pb (IK8). Los asteriscos indican bandas no identificadas. B: representacion
esquematica de las variantes de splicing del gen IKZF1 (adaptado de Marke et al., 2018167). Con flechas color azul se indican las
regiones de hibridacion de los cebadores utilizados en PCR en tiempo real, y con flechas color naranja se indican los utilizados
para PCR a punto final. Se indican los dedos de Zinc aminoterminales que definen el dominio de unién al ADN vy los dos dedos de
Zinc carboxiterminales que representan el dominio de dimerizacién de la proteina. Las areas coloreadas indican las regiones



individuales dentro de la proteina que son codificadas por distintos exones. Las variantes que pierden los exones 4 y 5 (IK6-1K8)
representan las IDNs predominantes.

Como puede observarse en la Figura 2.A, pudieron identificarse 6 de las 8 isoformas descriptas en Ia
bibliografia: 1K1, de 1153 pb; IK2 e IK3, de 892 pb; IK4, de 766 pb; IK5 e IK7, de 724 pb. No es posible
identificar cudl de las bandas corresponde a IK2 e IK3 (de mayor o menor intensidad), dado que la escala
de pesos moleculares es aproximada y no se puede determinar con exactitud (al menos mediante esta
técnica) cudl es la banda de 892 pb. Se obtuvo, también, una serie de bandas cuyo peso molecular se
encuentra en el rango de los 1200pb, no identificadas segun la bibliografia (sefialadas con asteriscos).

Analisis de la expresion de CD38 en células de LLC por Citometria de Flujo

Si bien el analisis de la expresion a nivel del transcripto del gen CD38 no arrojé diferencias significativas
entre pacientes con y sin la mutacién en 3’ UTR, si se observa cierta tendencia en los pacientes Mut a
aumentar su expresion con respecto a los Wt. Por esta razén, y por la importancia clinica de la expresion
de CD38 como marcador de progresién en LLC®L, nos parecié interesante evaluar su expresion a nivel
proteico, tanto en la fraccién proliferante como en la fraccién quiescente, descriptas por Calissano et al.®?
del clon tumoral en el mismo paciente, por Citometria de Flujo.

Un dato no menor a tener en cuenta en el analisis de nuestros resultados de gPCR es el hecho ya
comprobado de la heterogeneidad del clon tumoral. Si bien este aspecto sera ampliado en la Discusion,
vale la pena presentar, en esta seccién, la siguiente hipdtesis: dada la heterogeneidad intraclonal del
tumor, es esperable encontrar que no todas las células del clon dentro del mismo paciente sean
portadoras de la mutacion identificada en el estudio de WES. En el caso puntual de CD38, esperamos que
la mutacion en 3’ UTR esté presente en aquellas células que normalmente se encuentran mas activadas y
expresan AID en forma constitutiva. En efecto, puesto que la expresidén de AID se restringe principalmente
a las poblaciones proliferantes (ver AID y poblaciones proliferantes en LLC, pag. 13), es esperable
encontrar una mayor diferencia en la expresion a nivel de transcripto y de proteina por la mutacién en 3’
UTR en esta fraccidn que en la fraccién quiescente, donde la expresion de AID es menor.

Es con el fin de demostrar esta hipdtesis que se decidid evaluar la expresiéon de CD38 a nivel proteico en
las fracciones quiescente y proliferante, especificamente.

Para esto se tomaron muestras de 3 pacientes Mut: LLC 380, LLC 358 y LLC 393, y 3 pacientes Wt: LLC 313,
LLC 413 y LLC 052. Todos ellos fueron marcados con anticuerpos anti CD19-PerCP Cy5.5 y anti CD5-FITC
para identificar la poblacién de células leucémicas (CD19*/CD5*); anti CD5-FITC y anti CXCR4-PE para
identificar las poblaciones quiescente (CXCR42"°CD5%%°) y proliferante (CXCR4"3°CD5%°); y anti CD38-APC
para cuantificar la expresiéon de dicha proteina en superficie.

En la Figura 3 se resume la estrategia experimental, asi como los resultados obtenidos en citometria. Se
ejemplifica, en A y B, la estrategia de gating (selecciéon) de poblaciones para un paciente LLC con la
mutacion en 3’ UTR, y para un paciente sin la mutacion, que fue aplicada para todas las muestras. Luego,
en C, se presenta el grafico de porcentaje de células leucémicas (CD19*/CD5*) CD38*, para pacientes Mut
y Wt. Por ultimo, en D se grafica el mismo parametro que en C, pero esta vez medido en las fracciones
quiescente y proliferante, especificamente. Todos los valores de porcentaje de células CD38* fueron
calculados restando el valor correspondiente arrojado para los controles isotipicos de cada paciente.
Adicionalmente, en la Tabla 3 se muestran los valores de porcentaje de eventos CD19*/CD5*/CD38* para
ambos grupos de pacientes, que fueron utilizados para construir los graficos.
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Figura 3: analisis por Citometria de Flujo de la expresion
en superficie de CD38 en pacientes con LLC, con y sin
mutaciones en 3’ UTR. Se analizaron PBMC de 6 pacientes
con LLC progresores, 3 Mut (LLC 393, LLC 380, LLC 358) y 3
Wt (LLC 052, LLC 313, LLC 413). Ay B: estrategia de gating
realizada para PMBC de LLC 393 (Mut) y de LLC 413 (Wt),
respectivamente. Las flechas en color gris indican el orden
en la seleccion de las poblaciones que son graficadas. En A,
en el grafico de intensidad de fluorescencia (IF) debida a

CXCR4-PE vs. IF debida a CD5-FITC se muestran las
fracciones quiescente (FQ) y proliferante (FP) con
recuadros en color rojo claro y rojo oscuro,

respectivamente. De la misma manera se representan
dichas poblaciones en el histograma del extremo derecho,
donde se grafica el numero de eventos CD38* de la
poblacién CXCR4altoCD5baic o  CXCR4baioCD52lte,  segln
corresponda. En color gris se muestra el histograma
obtenido para la fraccion CD19*/CD5* del control isotipico.
La misma estrategia aplica en B, mostrandose la FQ en azul
claro y la FP en azul oscuro. C: grafico de porcentaje de
células leucémicas positivas para CD38
(CD19*/CD5*/CD38*), en pacientes LLC Mut (barra color
rojo) y Wt (barra color azul). D: se grafica el mismo

parametro que en C, pero esta vez medido en las FQ y FP por separado, con el mismo cédigo de colores establecido en Ay B.
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Tabla 3: valores de porcentaje de células LLC CD38* utilizados para los graficos de las Figuras 3.C y 3.D. Con llaves se indican los
pacientes Mut y Wt. La segunda columna (“LLC”) corresponde a los porcentajes de células CD19*/CD5*/CD38*, graficados en la
Figura 3.C; las columnas tercera (“LLC FQ”) y cuarta (“LLC FP”) corresponden a los porcentajes de células
CD19*/CD5*/CXCR42'to/CD5baio/CD38* y CD19*/CD5*/CXCR4baio/CD52ito/CD38*, respectivamente.

Paciente LLC LLC LLC FQ LLC FP
% (células CD38*) % (células CD38%) % (células CD38*)
358 82,1 68,6 93,5
380 Mut 1,5 1,0 3,85
393 83,4 8,2 95,9
052 26,9 8,5 71,6
313 Wt 1,8 0,4 12,5
413 6,8 0,0 1,4

Como puede observarse en la Figura 3.C, el porcentaje de células leucémicas que expresan CD38 en su
superficie tiende a ser mayor en los pacientes con la mutacion en 3’ UTR que en los que no la tienen,
aunque es fundamental tener en cuenta que el nimero de muestras es bajo (3 pacientes de cada grupo),
por lo cual no se espera encontrar diferencias significativas. Resulta interesante el hecho de comprobar
que la hipodtesis planteada para este experimento se cumple, al menos para dos de los tres casos
analizados, tanto en los pacientes Mut como en los Wt. Como puede observarse al desglosar los
resultados en la Tabla 3, los datos muestran claramente una mayor expresién de CD38 en la FP respecto a
la FQ en aproximadamente el 70% de los casos estudiados.
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Discusién y conclusiones

La Leucemia Linfoide Crdnica es una neoplasia de células B CD5* en la que los linfocitos tumorales, de
apariencia madura, se acumulan en la SP, MO y OLS. Si bien existe un consenso en cuanto a su
diagndstico y a las caracteristicas que la definen, lejos estd de ser una enfermedad con curso clinico
predecible y de ser comprendida totalmente: la principal causa de esta falta de conocimiento esta
directamente relacionada a una gran heterogeneidad clinica y molecular, caracteristica de esta leucemia.
Esta ha llevado, incluso, a preguntarnos si la LLC es realmente una Unica enfermedad, o se trata de dos
neoplasias diferentes con caracteristicas comunes!®. Por ejemplo, hay pacientes que cursan una
enfermedad indolente, sin sintomas y viven por muchos afios, mientras que otros padecen una
enfermedad mas agresiva, progresora, requiriendo tratamiento poco después del diagndstico. Uno de los
predictores del curso clinico mas robustos es el perfil mutacional (IgV.): pacientes LLC NM suelen padecer
una enfermedad mas agresiva que pacientes LLC M3”%8, Los tratamientos disponibles hoy en dia muestran
una efectividad variable, siendo muy alta en algunos casos, baja en otros, y con refractoriedad a la
terapia en mas de un 10-15% de los casos'®. Esta gran heterogeneidad, tanto molecular como clinica, es
una de las grandes caracteristicas bioldgicas de la LLC, y una de las causas principales por las que, para un
porcentaje de pacientes, sigue siendo una enfermedad incurable!”®,

Durante décadas se han invertido esfuerzos en comprender las razones de esta heterogeneidad clinica,
asi como también las causas de la progresidon y de la refractoriedad al tratamiento. La hipdtesis mas
aceptada actualmente es la propuesta por Landau et al.}?, que establece que mutaciones que afectan
selectivamente a las células B contribuirian en mayor medida al inicio de la enfermedad, y precederian a
la seleccién de nuevas mutaciones que dardn origen, a su vez, a un clon tumoral mas agresivo y de mayor
"fitness” (término del inglés utilizado en Genética, que refiere a la aptitud o eficacia bioldgica), resultando
en una mayor progresion de la enfermedad. En cuanto a cual es la posible causa de una refractoriedad
terapéutica en la LLC, se propone lo siguiente: en pacientes tratados, la quimioterapia (e incluso una
terapia mas dirigida, ya sea con anticuerpos monoclonales o con inhibidores de kinasas) eventualmente
remueve ciertos clones, pero puede terminar favoreciendo la proliferacién de uno o mas subclones aun
mas agresivos que el que dio origen a la necesidad de tratamiento. En otras palabras, los subclones
tumorales con ventajas de supervivencia se benefician del tratamiento y proliferan rapidamente,
contribuyendo a la reaparicion de la enfermedad o de alguno de sus signos o sintomas*’*.

El origen de esta resistencia y, por tanto, de la progresion de la enfermedad, es multivariable vy, si bien las
mutaciones podrian jugar un rol principal’>'’®, aun es una incdgnita. En los Ultimos afios se ha reunido
evidencia para sugerir la hipdtesis en la que la expresidn aberrante de AID podria jugar un rol en la
progresion de la enfermedad mediante la introduccion de mutaciones off-target en genes no Igs.
Interesantemente, los niveles de expresidn de AID en células B leucémicas se correlacionan con un peor
curso clinico, principalmente en pacientes LLC NM, derivando en un menor tiempo al primer
tratamiento®. Md&s aun, la sobreexpresion de AID es el factor comin en todas las subpoblaciones
proliferantes de LLC encontradas hasta el momento®27%71, Por estas razones se cree que la expresion
constitutiva de AID en el clon leucémico seria clave en la evolucidn del clon tumoral, asi como también en
la progresion de la enfermedad?174,

A partir de esto, mucho se ha trabajado por conocer concretamente cudles son las mutaciones off-target
generadas por AID. En 2011, el grupo de Kasar identificé las mutaciones con firma de AID candnica y no
candnica en una cohorte de pacientes con LLC indolentes, observando que la firma no candnica es la
predominante en pacientes con un perfil de LLC indolente”. Adicionalmente, datos de nuestro grupo
muestran que la firma de AID predominante en pacientes progresores, a diferencia de lo que ocurre en
pacientes indolentes, es una firma candnica, encontrandose una serie de genes relevantes para la
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biologia de la LLC y la progresién leucémica, lo cual fue demostrado tanto en un modelo murino de LLC
sobreexpresando AID como en pacientes de LLC con expresidn constitutiva de esta enzima®.

En el andlisis del WES realizado por el Msc. Seija sobre grupos de pacientes con LLC progresores, con y sin
expresion de AID mantenida en el tiempo, se observé una proporcion aumentada de mutaciones off-
target de AID en regiones 3’ UTR con respecto a las mutaciones en 5" UTR en los pacientes del primer
grupo”’.

Las 3’ UTR son el sitio blanco de miARNs, moléculas de ARN pequefo no codificante que participan en la
regulacién posttranscripcional de los genes, afectando su vida media y eficiencia de traduccidn. Puesto
que varias de las mutaciones en 3’ UTR se localizaron en genes relevantes para la biologia de la LLC, y que
en esta patologia se ha descrito una gran cantidad de miARNs actuando como supresores de tumores u
oncogenes'®, nos parecié interesante profundizar en el estudio de la expresidn diferencial de algunos de
los genes que mostraron mutaciones candnicas de AID en las regiones 3’ UTR.

La hipdtesis planteada para nuestro trabajo es, entonces, la siguiente: mutaciones generadas por AID en
las regiones 3’ UTR de genes blanco de miARNs podrian alterar posibles interacciones miARN-ARNm,
llevando a cambios en la expresion de genes relevantes para la progresion de la LLC.

En este trabajo seleccionamos, por tanto, 5 genes con mutaciones AID en la regidon 3’ UTR, por su
relevancia en la biologia de esta neoplasia: IL-17 e IL-17RA; POT1; IKZF1 y CD38. Luego se dispuso a
analizar la expresién de estos genes, en busca de diferencias entre aquellos pacientes progresores que
tuvieran la mutacion y los que no la tuvieran.

Para el analisis de los resultados de PCR cuantitativa sobre los genes mutados, en primer lugar, debemos
tener en cuenta un aspecto que fue mencionado brevemente en Resultados: las mutaciones reportadas
para cada paciente corresponden al pool de células leucémicas del paciente. En cada paciente existen,
simultdneamente, células B activadas expresando AID (FP, menor al 3% del total de células B leucémicas),
y células B no activadas, pero que se mantienen quiescentes, es decir, no mueren (FQ, mayor al 90% del
total). Puesto que, de acuerdo con la técnica de secuenciado masivo, nuestros datos refieren a la
totalidad del clon leucémico dentro de un mismo paciente (FP+FQ), es esperable que nos resulte dificil
identificar grandes diferencias en los niveles de expresién entre el grupo de células tumorales con la
mutacion (Mut) y el grupo de células “wild type” (Wt). Por lo tanto, dada esta gran heterogeneidad en el
clon leucémico y el hecho de que nuestros datos de qPCR reportan la totalidad de la muestra, resulta
técnicamente imposible identificar de qué clon/clones provienen las mutaciones.

Una forma correcta de abordar este asunto seria a través de la técnica de secuenciado de célula Unica (en
inglés, Single Cell Sequencing), de reciente desarrollo, con la cual se obtiene informacién individual de
cada célula en una muestra a través de tecnologias de secuenciado de ultima generacion. Debido a que
esta técnica posee un alto costo econdmico y aun no se encuentra disponible en nuestro pais, decidimos,
igualmente, evaluar nuestra hipotesis a través de PCR cuantitativa, teniendo en mente lo previamente
discutido acerca de la heterogeneidad del clon al analizar los resultados obtenidos, y asumiendo que la
comparacion entre pacientes con y sin la mutacién podria, al menos, guiarnos en la interpretacién de los
resultados. En este contexto, los resultados de PCR en tiempo real deben tomarse como una primera
aproximacion (esperando o no diferencias significativas de expresidn) que nos permita, al menos,
continuar con el estudio de aquellos genes en los que se observe alguna diferencia entre los grupos de
pacientes portando o no la mutacién en 3’ UTR.

Ademas de esto, se debe tener en cuenta que para la realizacidn de un estudio confirmatorio deberia
existir la posibilidad de evaluar la expresion de los genes seleccionados en las diferentes fracciones, FQy
FP, por separado, por alguna técnica econémicamente accesible. Una de las maneras mas sencillas de
realizar esta aproximacion experimental es contando con anticuerpos especificos de alta calidad, que se
encuentren disponibles en el mercado. Un ejemplo de esto fue la evaluacidon de la expresion de la
proteina y marcador de prondstico en LLC, CD38; esta pudo ser evaluada sin inconvenientes vy
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simultdneamente en la FQ y FP del mismo paciente por citometria de flujo, lo cual nos permite sortear el
problema del analisis del conjunto de todo el clon leucémico al momento de realizar el WES o PCR.

Como fue mencionado anteriormente, la expresion proteica de la molécula CD38 posee una relevancia
mayor en la biologia de la LLC, ya que es una de las moléculas marcadoras de prondstico en esta
neoplasia, capaz de inducir un estado de activacién en el clon tumoral®-¢7-%® CD38 es una enzima que
interactda con los ligandos NAD* y NADP*, los cuales son convertidos en cADPR, ADPR y NAADP, todos
agentes movilizantes de Ca%. También interactia con ligandos no-sustratos, como CD31 y &cido
hialurénico, los cuales regulan contactos célula-célula y célula-matriz extracelular’®®. La interaccién con
CD31 estimula la activacién de una via de sefializacion intracelular que incluye ZAP-70 y ERK1/2 como
actores principales. En la Figura VI se esquematizan las interacciones establecidas por CD38 en el
contexto celular.

— ; ) Figura VI: caracteristicas
Asociaciones laterales ngans[c)>3s1no-sustratos Ligandos sustratos estructurales y funcionales de la
vy p Mooy molécula CD38 humana
[l rerE ‘ Y (adaptado de Malavasi et al.,
hyaluronicacid = W 2011%58), En células B humanas,
NADP' + NA CD38 se expresa como una
cD49d BCR molécula integral de membrana,
c|31 CD38 CcD38 generalmente en conformacién
v == dimérica. Como enzima puede
CXCR4 cost HGH interactuar con NAD* y NADP*
o | (ligandos sustratos),

= = membrana <
: : convirtiéndolos en cADPR, ADPR
-y ADPR  TRPM2 y NAADP, todos agentes
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contactos célula-célula y célula-matriz. En la membrana plasmatica, CD38 muestra localizacidn preferencial en microdominios en
estrecho contacto con el complejo BCR (CD19/CD81) y con moléculas que regulan el homing (CXCR4 y CD49d). La unién de CD38
a su ligando natural CD31 estimula la activaciéon de una via de sefializacion intracelular que incluye ZAP-70 y ERK1/2. Estas
sefiales aumentan la quimiotaxis y la proliferacion de las células B neoplasicas.

En este trabajo, a pesar de no haberse observado diferencias significativas a nivel del transcripto luego
del analisis de PCR en tiempo real, se realizé igualmente una cuantificacién de CD38 a nivel proteico.
Interesantemente, nuestros estudios en citometria de flujo, si bien son preliminares, demuestran la
presencia de un aumento en la expresion de CD38 en aquellos pacientes con la mutacion off-target de
AID en la region 3’ UTR del gen que la codifica. Esta diferencia se observa tanto al comparar la totalidad
del clon en los pacientes del grupo mutado los del grupo wild-type, como al comparar especificamente las
FP y las FQ de los pacientes de ambos grupos (Fig. 1.E).

El hecho de que de los 3 pacientes Mut analizados, 2 vean aumentada su expresién de CD38 con respecto
a los Wt, ayuda a reafirmar el mecanismo inicialmente propuesto por Seija: la mutacién en la region 3’
UTR podria encontrarse dentro de la region blanco de un miARN; esto generaria una disminucion en la
complementariedad entre las secuencias y, por tanto, por ejemplo, una menor eficiencia en el
mecanismo de degradacién del ARNm de CD38%. En consecuencia, la expresién de CD38 aumentaria.
Mas interesante aun es que, dentro del grupo de pacientes con la mutacion, la expresion de CD38 sea
mayor en la FP, ya que es ampliamente aceptado que dicha fraccién sobreexpresa AID®2. Por tanto, con
este resultado nos acercamos a confirmar la hipdtesis de que la mutacion en 3° UTR del gen CD38, que se
correlaciona con una mayor expresion de CD38, seria causada por AID.



Por primera vez, los resultados aqui presentados proveen un posible nexo entre la expresion anémala de
AID en la FP de pacientes con LLC con un curso clinico desfavorable, y la expresién aumentada del
marcador de mal prondstico, activacidn y proliferacion celular, CD3838149-153,

Estos resultados dan el puntapié inicial para un posterior proyecto de postgrado. En principio, tenemos
pensado volver a estudiar la expresién a nivel proteico de CD38 en un mayor nimero de pacientes con y
sin la mutacién, para confirmar estos resultados preliminares en una cohorte mayor. A largo plazo, se
propone volver a realizar un secuenciado en esta cohorte expandida, especificamente del gen CD38 y su
region 3’ UTR, en busca de la mutacién que previamente identificamos y creemos responsable del
aumento de la expresidon de CD38. De confirmarse esta tendencia, se procederia al modelado tedrico de
posibles moléculas de miARN que se unieran a la region 3° UTR de CD38 para realizar posteriores estudios
in vitro, por ejemplo, la transfeccién de la linea celular MEC-1 con un vector portando un gen reportero
(como lo es el codificante para la proteina luciferasa) y la region 3’ UTR de CD38 con o sin la mutacion en
estudio. Esto nos permitiria identificar el microARN especifico que estaria regulando la expresién de CD38
en LLC, y confirmar que la accion de AID a través de mutaciones off-target puede modificar el
comportamiento del clon leucémico.

En lo que respecta a los otros genes estudiados por PCR cuantitativa, cabe mencionar que, dado el poco
conocimiento de las posibles implicancias de la proteina POT1 en LLC u otras patologias relacionadas, asi
como de IL-17 y su receptor (IL-17R), no se creyé conveniente invertir mas esfuerzos en posteriores
analisis sobre la expresidon de estas proteinas y sus posibles implicancias en la progresién leucémica.

Sin embargo, evaluamos de interés el analisis de la expresién de IKZF1, un factor de transcripcion de
importancia para el desarrollo del linfocito B!, A diferencia del resto de los genes, este arrojo
diferencias estadisticamente significativas en el andlisis por PCR en tiempo real, mostrando una
disminucién en la expresion en los pacientes Mut respecto a los Wt. Esto se encuentra en linea con lo
esperado, segun nuestra hipétesis de que una disrupcion en la funcidén de un factor de transcripcién
crucial para la diferenciacion del linfocito B, como lo es IKZF1, podria generar células B leucémicas con un
menor grado de diferenciacion. Dado que células tumorales indiferenciadas suelen dar lugar a tumores
mas malignos, esto podria concordar con la observacion de que esta mutacién esté involucrada en la
funcién de IKZF1 sobre el clon tumoral y se encuentre en pacientes con una LLC de peor evolucidn
clinica®®" 138,

Si bien no dejamos de lado la hipdtesis de que mutaciones en 3’ UTR podrian interferir con interacciones
miARN-ARNm blanco, también se debe tener en cuenta que las regiones 3’ UTR son determinantes para
la localizacién subcelular del transcripto y, por tanto, de la proteina que codifica®. Especificamente en
LLC y con foco en el gen IKZF1, en un trabajo publicado en 2019, de Oliveira et al.}** analiza por
microscopia confocal la localizacidn subcelular de esta proteina en una cohorte de 60 pacientes con LLC al
tiempo del debut (19 con perfil IgVy NM, los restantes con perfil Mut) y en 10 donantes sanos. Los
resultados muestran que, a diferencia de los donantes sanos, en los que la proteina se localiza
predominantemente en el ndcleo, en la mayoria de los pacientes con LLC IKZF1 se encuentra
mayormente en e

citosol**. Dado que este gen codifica para un factor de transcripcion y su funcién se
completa en el nucleo, la presencia mayoritaria de IKZF1 en el citosol sugiere una inactivacién de este
factor de transcripcién en LLC. De acuerdo con los resultados obtenidos, seria interesante, en futuras
investigaciones, realizar un estudio andlogo en nuestra cohorte y evaluar si existen diferencias en la
localizaciéon subcelular de IKZF1 en funcién de la presencia de mutaciones en 3’ UTR entre las diferentes
subpoblaciones (FQ y FP) del clon tumoral. De ser asi, esto proveeria un dato de suma importancia en lo
que refiere al origen de esta disrupcion en la funcion de IKZF1: la expresidon aberrante de AID en
pacientes progresores generaria mutaciones en el 3' UTR del gen, que afectarian la localizacion subcelular
de la proteina y con ella, su funcién.
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El otro punto de interés en el analisis del gen IKZF1 es la gran cantidad de isoformas que presenta el
transcripto, que suponen mecanismos de regulacion postraduccional mediante la presencia de isoformas
dominantes negativas (IDNs) que han sido descriptas al momento3%%4°™ Como se menciond en la
seccion Genes con mutaciones en 3’ UTR relevantes en LLC de la Introduccidn (pag. 19), en el trabajo de
de Oliveira et al. se describe la predominancia de las IDNs de IKZF1 en pacientes con LLC**. A raiz de las
observaciones de dicho trabajo respecto al gen IKZF1 decidimos llevar a cabo un andlisis cualitativo por
PCR a punto final de la expresién de las diferentes isoformas del gen en dos muestras de lineas celulares
(MEC-1 y Daudi) y en dos pacientes con LLC progresores (LLC 060 y LLC 278). Nuestros resultados
muestran que es posible encontrar, en ambos pacientes, 6 de las 8 isoformas de IKZF1, observdndose
principalmente las bandas correspondientes a |k1, 2, 3, 4, 5 y 7, siendo la banda mayoritaria la
correspondiente al peso esperado para k2, de 892 pb. Por ultimo, se obtuvieron 3 bandas mayoritarias,
presentes en todas las muestras, que no pudieron identificarse: 2 en el rango de los 1200 pb, y una entre
900 pb y 1000 pb. Estas podrian ser producto de uniones inespecificas de los cebadores con el molde en
la reaccion de PCR, o bien isoformas del gen aun no descriptas. Para confirmar esto, es necesaria la
extraccidon de las bandas para su secuenciado y su comparacion con bases de datos, lo cual no fue
realizado aun.

En este trabajo se logré cuantificar la expresidn de IKZF1 en pacientes con y sin la mutacion de AID en 3’
UTR, encontrando una disminucién de esta en pacientes del primer grupo, asi como observar el perfil de
splicing diferencial de IKZF1, tanto en dos lineas celulares como en pacientes progresores, incluidas
algunas isoformas dominantes negativas. En conjunto, estos datos, si bien deben profundizarse, podrian
sugerir un posible rol de la desregulacidn de IKZF1, producto de la actividad mutagénica de AID, en las vias
de diferenciacién de la célula B en LLC. La confirmacién de una posible implicancia de la funcién alterada
de IKZF1 en LLC requiere estudios mas profundos que abarquen todas sus isoformas, la cuantificacion de
los niveles de expresidon de cada una de ellas, el analisis de patrones de localizacién celular, entre otras.

Como conclusiones finales de este trabajo cabe mencionar que, si bien son preliminares, nuestros
resultados muestran que la actividad mutagénica de AID en la célula leucémica llevaria a mutaciones en
genes no Ig que colaboran tanto en eventos tempranos de la transformacion leucémica (IKZF1) como en la
emergencia de nuevos clones implicados en la progresién del tumor y activacion linfocitaria (CD38). De la
gran cantidad de mutaciones encontradas en el genoma LLC, se ha demostrado que un porcentaje de ellas
llevan la firma de AID*7°%7, Sin embargo, poco se ha ahondado en el posible efecto de dichas mutaciones
y sus implicancias en la evolucién del clon leucémico. Esta Tesina de Finalizacién de Carrera tuvo como fin
comenzar a comprender el origen y las consecuencias de este gran nimero de mutaciones de AID en
genes no Igs en una regién génica no codificante, pero de crucial importancia para la regulacién del gen.
Conocer los mecanismos por los que AID contribuye a la progresidn tumoral es de vital importancia, ya
que contribuiria a la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para una enfermedad que, al dia de hoy,
sigue considerandose incurable.
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