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RESUMEN

La Leucemia Linfoide Crdnica (LLC) es una neoplasia caracterizada por la acumulacion
lenta y progresiva de linfocitos B clonales en sangre periférica, médula dsea y érganos
linfaticos secundarios. Es la leucemia mas frecuente en los paises occidentales, afectando
principalmente a individuos mayores de 50 anos. Los pacientes con LLC siguen cursos
clinicos muy heterogéneos. Algunos sobreviven durante periodos prolongados sin
necesidad de tratamiento definitivo, mientras que otros mueren rapidamente a pesar del
tratamiento. La heterogeneidad clinico/molecular que caracteriza a esta neoplasia ha
inducido a la busqueda de marcadores prondsticos que permitan evaluar con certeza la
evolucidn de la enfermedad. Dentro de ellos, uno de los marcadores prondsticos mas
utilizados es el perfil mutacional en los genes variables de las cadenas pesadas de
inmunoglubulinas (IgVy). Si bien no se conoce su causa, aquellos pacientes con linfocitos B
leucémicos que expresan genes IgVy no mutados (NM) muestran un peor prondstico que
aquellos pacientes en donde el clon leucémico muestra genes IgVy mutados (MUT).
Aunque el marcador mencionado es el de mayor confiabilidad, al momento de realizar un
diagndstico el mismo adolece de practicidad a nivel clinico. Esto ha promovido los
intentos por establecer marcadores prondsticos alternativos, capaces de otorgar un
diagndstico preciso con una menor complejidad técnica que la necesaria para evaluar el
perfil IgVy. En el presente estudio se realizé la puesta a punto de la cuantificacién relativa
de la expresién de un marcador prondstico para la LLC, la Lipoprotein Lipasa A (LPL),
mediante la técnica de PCR a tiempo real (qPCR) en 35 muestras de LLC, asi como la
deteccion de dicha proteina mediante citometria de flujo (CF) en 27 muestras. Los
resultados obtenidos muestran una diferencia significativa en la expresién de dicho gen a
nivel de ARN mensajero (ARNm) entre los pacientes Mutados y No mutados. Por su parte,
la evaluacion de la expresidon de esta proteina muestra la misma tendencia pero dado que
hay muy pocos estudios en este campo, mds pacientes deben ser estudiados para
obtener una conclusién al respecto. Finalmente en este trabajo, también se evalud el
perfil de expresiéon de LPL en los linfocitos B de sangre periférica (SP) en un modelo
murino de LLC (Ep-TCL1) mediante a PCR a tiempo final. Interesantemente y si bien el

numero de animales deberia ser aumentado a fin de sacar una conclusidn al respecto, los




resultados sugieren que al igual que en aquellos pacientes que portan genes IgVy-NM el
modelo leucémico B1-TCL1, muestra mayor expresion del gen LPL en comparaciéon con

ratones con fenotipo normal (litttermate).

En resumen, el conjunto de los resultados obtenidos muestra que la evaluacion de LPL
es uno de los marcadores prondsticos mas robustos a nivel de ARN en la LLC, y sugieren
que: a) la expresion diferencial de LPL a nivel de proteina, podria ser usada como un
método alternativo de prondstico con ventajas técnicas asociadas al método de
deteccion, y b) que en el modelo transgénico emulando una LLC con IgV4-NM, la
expresion de LPL esta aumentada al igual que lo que ocurre en pacientes NM vy
progresores que padecen esta leucemia. Estudios adicionales seran necesarios para

confirmar y entender la causa de esta expresion diferencial.
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GENERALIDADES SOBRE LA LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA

La Leucemia Linfoide Cronica es una neoplasia caracterizada por la acumulacion lenta
y progresiva de linfocitos B clonales en sangre periférica, médula 6sea y drganos linfaticos
secundarios. Es la mas frecuente de las leucemias a nivel de los paises occidentales,
afectando principalmente a individuos mayores de 50 afos, con una frecuencia del 25%
sobre el total de las leucemias diagnosticadas para dicho hemisferio [1]. La misma presenta
una evolucién con un curso extremadamente variable, observandose dentro de los

pacientes un rango de sobrevida que va desde meses hasta décadas.

La incidencia anual de la LLC varia con la composiciéon étnica de la poblacion
estudiada. Mientras que para Estados Unidos se estima una incidencia de 3.5/100.000
habitantes, en el Reino Unido se registran estimaciones de 6/100.000. La edad promedio
para el diagndstico es de 70 para hombres y 74 para mujeres [2]. Recientes estudios
realizados en Uruguay y Argentina muestran semejanzas en los porcentajes de la tasa de
incidencia de LLC con los de Europa occidental, oscilando para nuestro pais en el entorno
de 4-5/100.000 habitantes/afio en la poblacioén adulta (media de edad 72 afios, en un rango
entre 35-90 afios, con una relacion aproximada de 2:1 en hombres con respecto a mujeres)
[3]. La poblacion caucasica muestra valores claramente mayores de incidencia si se
compara con las poblaciones de origen oriental (incluso entre pacientes que emigraron a
los Estados Unidos), lo que sugiere una mayor influencia de los factores genéticos sobre
los ambientales en la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, la naturaleza de esta

predisposicion genética atin no ha sido esclarecida [1].

A pesar de que la forma de herencia aiin se desconoce, se ha determinado que los
parientes de primer grado relativos al paciente con LLC son tres veces mas propensos a
padecer LLC o alguna otra neoplasia linfoide que la poblacion en general [4]. En
consonancia con lo anterior, Rawstron y colaboradores observaron que el 3.5% de los
individuos normales a los 40 afios poseen una poblacion de linfocitos monoclonales con las
caracteristicas de las células del LLC, mientras que en los parientes cercanos a individuos
con LLC dicho porcentaje se encuentra entre el 13.5-18%. En funcion de lo antedicho, la
asociacion entre la subclinica de la LLC y la propia enfermedad es un tema de intensa

investigacion [5].
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Los progresos obtenidos en lo que refiere al tratamiento de la enfermedad han permitido
obtener con frecuencia la remision de la misma, sin embargo, la mayoria de los pacientes
experimentan una recaida, por lo que se ha llegado al consenso de que la enfermedad

todavia permanece incurable [1].

La gran heterogeneidad clinico/molecular de esta leucemia ha llevado a la generacion de
lo que se conoce como la hipotesis de los tres tercios en donde se separan a los pacientes
con LLC de la siguiente manera: a) los pacientes con una enfermedad indolente y estable
que nunca requeriran de tratamiento, b) los pacientes en los que la enfermedad progresara
lentamente hacia una enfermedad mas agresiva y c¢) los pacientes que presentan una

enfermedad agresiva y requieren de tratamiento desde el inicio.

Durante mucho tiempo se considerd6 que a pesar de las diferencias clinicas, la
enfermedad se caracterizaba por un proceso indolente de acumulacion de linfocitos
tumorales a nivel de la SP en donde casi no existia la proliferacion tumoral. Sin embargo,
la profundizaciéon de los conocimientos moleculares sobre la enfermedad han permitido
determinar que las diferencias entre estos tres tercios esta asociada a un delicado equilibrio
entre poblaciones quiescentes y proliferantes del mismo clon leucémico en el mismo
paciente [6]. Al presente, diferentes poblaciones proliferantes han sido descritas [7]-[9] y a
pesar de que no existe ain un acuerdo general acerca de su fenotipo, es claro que dicha
poblacion puede duplicarse activamente mostrando ademas expresion de proteinas

asociadas a la proliferacion y la agresividad turmoral [7].

Por tanto, en el campo de la biologia de la LLC surge como uno de los mayores desafios
el de caracterizar esta poblacion proliferante y encontrar cuales son sus origenes para asi

poder generar nuevas herramientas terapéuticas dirigidas a frenar la evolucion leucémica.

En lo que refiere al diagndstico de la enfermedad, en la mayoria de los casos la misma
es detectada en ausencia de sintomatologia con motivo de un hemograma de rutina. Para su
diagnostico clinico es necesario que el paciente presente una linfocitosis absoluta de al
menos 5x10°/L (5000/uL) de linfocitos maduros en sangre y un inmunofenotipo
caracteristico de los linfocitos B. Los mismos son pequefios, con un citoplasma estrecho,
un nucleo denso con su cromatina parcialmente agregada y sin un nucléolo distinguible

[10], mientras que el imnunofenotipo que los define se muestra en la Figura 1.
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Las caracteristicas mencionadas son en general suficientes para un diagndstico preciso
de la LLC, permitiendo distinguirla de otros desérdenes linfoproliferativos como leucemia
prolinfocitica, leucemia de células pilosas, linfoma de células del manto y otros linfomas

que pueden parecerse a la LLC [11]-[13].

v v v
D23+ CD23- (D10+
CD20+ CD20++
CD22- (D22++
CD79B-/(+) (D79B++ v v
Surface Surface D254+ 02
Immuneoglobulint/- | | Immunoglobulin++ (D103++ 5=
FMG-/(+) FMC7++

v v \ v v
Chronic ymphocytic Mantle-cell Follicular Hairy-cell Marginal-zone
leukaemia lymphoma lymphoma lymphoma lymphoma

Figura 1- Diagnéstico diferencial mediante inmunofenotipo de linfocitos B en
distintos desérdenes linfoproliferativos, incluyendo la LLC. Figura tomada de [1].

En lo pertinente a la clasificacion anatomo-clinica de la LLC, figuran dos criterios de mayor
aceptacion y utilizacién, el propuesto por Binet en 1977 [14] que clasifica a los pacientes en tres
categorias en funcion de su pronostico: bueno, intermedio y severo (estadio A, B y C,

respectivamente).

La otra clasificaciéon comunmente utilizada, es la elaborada por Rai y col. [15], en la que en

lugar de tres categorias se tienen en cuenta cinco (0, I, I, III y IV).

Naturalmente se desprende, que ambas clasificaciones tienen asociadas una sobrevida del
paciente seglin el estadio en el que se encuentre el mismo, es asi que para los pacientes en estadio
de Binet A o de Rai 0 la sobrevida media es mayor a los 10 afios, mientras que para los estadios de
Binet B o Rai I-II la misma pasa a encontrarse entre los 5-7 afios y por tltimo para los estadios de

Binet C o Rai III-IV se reduce ain mas, encontrandose entre 1 y 3 afios [16].
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ANORMALIDADES GENETICAS EN LA LLC

Si bien las clasificaciones de Binet o de Rai son utiles desde el punto de vista clinico,
permitiendo la seleccion de las estrategias terapéuticas mas indicadas, no son capaces de prever si
los pacientes pueden evolucionar desde niveles de riesgo bajo o intermedio, ni tampoco la forma en
como lo haran, y es entonces que surge la necesidad de contar con marcadores prondsticos que

permitan determinar cuando un paciente presentara una LLC indolente o cuando progresara.

Como se mencionara anteriormente, la naturaleza de la predisposicion genética atin no
ha sido resuelta, en este sentido, ninguna de las aberraciones cromosémicas reportadas es
constante y hasta el momento no se ha determinado si constituyen eventos iniciales o las

mismas ocurren durante la evolucion [2].

En contraste con lo que se observa para otras patologias que involucran a los linfocitos
B, en las que normalmente se encuentran translocaciones cromosomicas balanceadas, para
la LLC lo mas frecuente es encontrar mutaciones, deleciones o trisomias. En estudios
realizados mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH) por Dohner y colaboradores
[17], en un conjunto de 325 pacientes con LLC se logrd detectar en el 82% de los casos la
presencia de aberraciones cromosomicas. En dichas condiciones se encontrd que la mas
recurrente fue la delecion 13q (55%) seguida por la delecion 11q (18%), la trisomia 12q
(16%) y la delecion 17p (7%). A su vez, es posible asociar dichas aberraciones a una
diferente evolucion clinica, estableciendo para ello un modelo jerarquizado de riesgo

citogenético, en donde entre las de mayor riesgo se encuentran las deleciones 17p y 11q.

Poco es lo que se sabe acerca de las correlaciones moleculares con las alteraciones
mencionadas; para el caso de la delecion 11q, ésta involucra al gen mutado de la Ataxia
Telangiectasia (ATM) [18] el cual codifica para una serina-treonina-quinasa que se activa
ante dafios en el ADN (rotura de doble cadena), fosforilando a varias proteinas que
conducen a la detencion del ciclo celular, reparacion del dano e incluso a apoptosis; entre
dichos blancos se encuentra el supresor de tumores p53, que cumple un rol esencial para
mantener la integridad del genoma, favoreciendo su reparacion y regulando el ciclo celular

asi como también induciendo la apoptosis.

Por lo tanto su afectacion trae aparejado consigo una inestabilidad en el genoma al

impedir la correcta reparacion de los dafios en el ADN, la pérdida del control del ciclo
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celular y pérdida de funcion de p53, lo que favorece la acumulacion de mutaciones,
proceso que sin duda contribuye a la patogénesis de la LLC. En este sentido, la presencia
de ésta y otra delecion, (la 17p, region que codifica para el gen de p53) se encuentran
asociadas a un mal pronostico, predominando entre los estados mas avanzados de la
enfermedad y entre pacientes con los genes IgVy no mutados. Asi como también una
mayor resistencia al tratamiento puesto que muchas de las drogas citotoxicas requieren que

la via de p53 se encuentre intacta para ser efectivas [19], [20].

Por el contrario la aberracion vista con mas frecuencia en la LLC, (mas del 50 %) es la
delecion 13q vinculada a un buen prondstico, y a los genes IgVy mutados. Dicha delecion
se encuentra de forma monoalélica en el 76% de los casos y bialélica en el 24% [17], [21],
[22] y abarca a la region que contiene al ARN largo no codificante suprimido en la
leucemia (DLEU-2) y el primer ex6n del gen DLEU1 [23], [24]. Se ha determinado que
dentro de dicha region se encuentran dos microARN (miR-15a y miR-16-1) [25], [26]; los
cuales se cree que pueden presentar una funcion supresora de tumores regulando la

expresion de la proteina antiapoptdtica BCL-2 [27].

Por ultimo, en lo que refiere a la trisomia 12q, sus implicancias patogénicas en la LLC
aun no han sido del todo dilucidadas, sin embargo, se ha propuesto por algunos autores que
dicha trisomia podria ocasionar una elevada dosis genética de un posible proto-oncogén

(CLLU1) [28].
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MARCADORES PRONOSTICOS DE LA LLC

La busqueda de marcadores pronodsticos de la LLC que permitan evaluar con certeza la
evolucion de la enfermedad asi como también optar por la terapia mas efectiva y menos agresiva es

uno de los desafios de la comunidad cientifica.

En este sentido hubo un gran avance en la tematica cuando con los estudios de Schroeder y
Dighiero en 1994 se comenzo a vislumbrar que la LLC se trataba de una enfermedad en la que el
proceso tumoral podia originarse tanto en linfocitos B virgenes como sobre los de memoria [29].
Posteriormente, con los trabajos de Hamblin y col. [30] y Damle y col. [31] en 1999 se lograria
demostrar una estrecha relacion entre el perfil mutacional de los genes de las inmunoglobulinas con

el prondstico de la enfermedad como ha sido descrito previamente.

A partir de ese entonces esta caracteristica surge como el principal método pronoéstico para LL.C
por lo que refiere a la confiabilidad de su resultado, sin embargo el andlisis del perfil mutacional de
la region IgVy del clon tumoral supone un conjunto de etapas y técnicas complejas, como ser
extraccion del ARN mensajero, produccion de ADNc por transcripcion reversa a partir de éste,
amplificacion mediante PCR, clonado y secuenciacion, que a su vez requieren equipamientos e
instalaciones especializadas que no son de acceso general para todos los centros hematologicos

hospitalarios [32].

De esta dificultad practica se desprende la busqueda de nuevos marcadores moleculares cuyo
caracter predictor de la evolucion de la LLC sea tan eficiente como el analisis de los genes IgVy,
pero sus requerimientos de obtencion sean mas simples y por lo tanto representen una alternativa

aplicable a nivel clinico.

Con este proposito varios estudios se han dedicado a indagar en la expresion génica diferencial
entre linfocitos B normales y leucémicos (tanto MUT como NM) y de esa manera obtener
moléculas candidatas para marcadores pronosticos de la LLC [33]-[35]. Ello ha redundado en el
descubrimiento de un conjunto de moléculas que en la Figura 2 pueden verse asociadas con el
perfil mutacional de los genes IgVy, con la intencion de establecer mecanismos moleculares que

expliquen en parte la diferente evolucion de la enfermedad [36].
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IgVH-mutado (MUT) ' IgVH-No Mutado (NM)
! BCR

LLC Indolente LLC Severa

Figura 2- Esquema de algunos de los marcadores pronésticos relacionados con el perfil mutacional de
los genes IgVy. Tanto las mutaciones activadoras en NOTCH1 como las supresoras de funcién en BIRC3
conducen a potenciar la via de sefializacién NFkB y de esa manera inducir la proliferacién de las células B de
pacientes con LLC. Por otro lado ZAP70 estd involucrado en la via de sefializacién del BCR (Receptor de células
B) y su sobreexpresién potencia a su vez la proliferacién por NF«B; a su vez la supresién de TP53 por
deleciones o mutaciones en los NM produce un aumento de la sobrevida celular. Por otro lado, existe una
sobreexpresién de LPL y CLLU1 en pacientes con mal prondstico, que en los tltimos afios han demostrado ser
buenos marcadores pronésticos por asociarse a una mala evolucién clinica. Figura tomada de [36].

A continuacion se detallan en la Tabla 1 los principales marcadores prondsticos para la LLC

hasta el momento.

Tabla 1- Resumen de los marcadores prondsticos mas relevantes y validados para la LLC.

Marcadores clasicos Marcadores proteicos | Marcadores ARN Marcadores ADN
Estadios clinicos de Rai y ' En Suero: Estado mutacional IgVy Citogenética (FISH)
Binet Timidina Kinasa (TK)
Morfologia y nivel de | B-2 Microglobulina Expresion de Lipoprotein | Largo de telomeros y
linfocitos en SP CD3 soluble Lipasa A (LPL) actividad telomerasa
Tiempo de duplicacion de | VEGF Expresion de ADAM29
linfocitosis En Linfocito B: Relaciéon ADAM29/LPL

Expresion de CD38 Expresion de AID

Expresion de Zap-70 Expresion de CLLU1

Expresion de CD49d Patrones de microARN

Expresion de TCL-1

Expresion de MCL-1
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Entre los marcadores mostrados en la Tabla 1, los mas empleados para la evaluacion del
pronostico de la LLC (ademas del perfil mutacional de los genes IgVy) son tres: el estudio de las
anormalidades cromosomicas, la expresion de la glicoproteina de transmembrana CD38 y de la
proteina Zap-70 (de la familia de Syk/Zap-70 proteinas kinasas) en el linfocito B leucémico [37].
El primero como se mencioné se realiza mediante la técnica de FISH, mientras que en lo que
respecta al estudio de CD38 y Zap-70 se realizan principalmente a través de citometria de flujo, lo
que posibilita su aplicacion en centros hematologicos. Lamentablemente, ambos marcadores
pronosticos han presentado problemas serios al momento de estandarizar la técnica a nivel mundial

lo cual ha impedido su diseminacion [38], [39].

En la actualidad, el consenso es que para definir la estrategia terapéutica para un paciente con
LLC, es necesario reunir la mayor cantidad de informacion posible, tanto desde el punto de vista
clinico como también por medio de los distintos marcadores pronostico (perfil mutacional IgVy,
CD38, Zap-70, FISH) dada la falta de un unico marcador que indique con seguridad el tratamiento

a seguir [1].

Dentro de los marcadores de ARN resumidos en la Tabla 1, el que mejor se correlaciona con el
perfil de genes de IgVy y que mejor parece predecir la evolucion clinica es la Lipoprotein Lipasa
A (LPL). El descubrimiento de este gen surge a partir de un estudio comparativo realizado por la
técnica de microarreglos (microarray) de la expresion génica entre dos grupos de pacientes con
LLC: a) pacientes con IgVy-MUT y buena progresion; y b) pacientes con [gVH-NM y mala
progresion [35]. De dicho estudio se obtuvieron un conjunto de genes expresados de forma
diferencial entre los dos grupos y que luego de ser validados por PCR a tiempo real resultoé en la
seleccion de un candidato para cada grupo; en particular LPL mostro ser el de mayor expresion en
el grupo de los IgVy-NM [40] y posteriormente otros estudios mostraron la gran importancia de la

evaluacion de este gen en la prediccion de la evolucion clinica de esta leucemia [41], [42].
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FUNCION FISIOLOGICA DE LA LPL

El gen de LPL codifica para una enzima del metabolismo lipidico que se produce en el tejido
muscular, tejido adiposo y en macrofagos. La funcion fisiolégica de la misma consiste en la
hidrolisis de triacilglicéridos de las lipoproteinas ricas en éstos, en especial quilomicrones y
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y asi de este modo producir acidos grasos que seran

incorporados por los distintos tejidos para su posterior utilizacion o almacenamiento.

Como resultado de su accion en las lipoproteinas, se producen particulas remanentes las cuales
son incorporadas dentro de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). La LPL ejerce su principal
funcion en el endotelio capilar donde se une a proteoglicanos sulfatados quedando asi sobresaliente
al torrente sanguineo en donde interacciona con sus lipoproteinas sustrato y con su activador, la
apolipoproteina C-II [43], [44] (Figura 3). A su vez, es importante sefialar que mutaciones en el

gen de LPL se asocian frecuentemente a deslipidemia y ateroesclerosis[45], [46]

Union
a
receptor

¥ Miembro de
1a familia de

Endocitosis

Figura 3- Representacién esquematica del papel fundamental de la LPL en el metabolismo
lipidico. En la figura puede observarse a la LPL presente en la superficie celular, asociada a HSPG
(Proteoglicanos con heparan sulfato). La LPL es capaz de activarse gracias a ApoC-11 y as{ hidrolizar
los triacilglicéridos (TAG) de los quilomicrones o VLDL, para de esa manera producir 4cidos grasos
libres (AGL) utilizables por los distintos tejidos (adiposo, cardiaco y muscular). Figura adaptada de
[60].
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LPL COMO MARCADOR PRONOSTICO EN LA LLC

Retomando lo observado en el estudio donde se aislara a LPL como el gen mas sobreexpresado
dentro de los pacientes con IgVy-NM, también se selecciono en el mismo sentido a ADAM29 en el
grupo de los IgV-MUT y con buena progresion [40]. Este Gltimo codifica para una proteina que
forma parte de la familia de las desintegrinas y metaloproteasas, moléculas de transmembrana que
se encuentran implicadas en interacciones intercelulares o con la matriz asi como también en el
desprendimiento de moléculas de la superficie celular [47], [48]; siendo ADAM?29 tnicamente

expresada en tejido testicular [49].

A pesar de ello y como se mencionara con anterioridad atn se desconoce de qué manera se
establece el vinculo que presentan tanto LPL como ADAM?29 con la progresion de la LLC, ya que

hasta el momento no se reporta su expresion en linfocitos B con un rol fisioldgico [40].

La evaluacion de la capacidad para predecir la evolucion clinica de los dos marcadores realizado
por Oppezzo y col. fue efectuado sobre un total de 127 pacientes con LLC, utilizando para ello la
proporcion entre la expresion de ambos genes LPL/ADAM?29 (L/A) comparandola con la expresion
de otro marcador pronoéstico (ZAP70) y con el perfil mutacional de los genes IgVy [34], [50].
Obteniéndose que para todos los pacientes con un estadio de Binet A, los tres marcadores fueron
capaces de predecir una supervivencia libre de eventos, mientras que para los pacientes en estadios
B y C, unicamente el cociente L/A fue el que se correlaciond de forma significativa con la
sobrevida; IgVy cobr6 valor solamente después de ajustar el analisis al sexo y la edad, mientras que

ZAP70 por si solo no tuvo valor pronostico para los estadios mencionados.

A su vez, gracias a la obtencion de resultados concordantes la utilizacion de la proporcion L/A 'y
de la expresion de ZAP70 les permitio obtener con gran exactitud (99%) el perfil mutacional IgVy
en el 80% de los casos. Cabe sefialar, que la cuantificacion de la expresion de LPL y ADAM29 fue
determinada por un método alternativo, la técnica de RT-PCR multiplex, que logra amplificar y
estudiar ambos genes a la vez, permitiendo obtener un diagnodstico mas rapido, reproducible y
simple. Sin embargo, y a pesar de que esto fuera confirmado por varios estudios posteriores [51]—
[55] su aplicacion a nivel hospitalario no ha podido concretarse como se esperaba, probablemente

debido a la complejidad técnica necesaria para llevar a cabo el estudio.
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CAUSAS DE LA EXPRESION DE LPL EN LA LLC

A pesar de la utilidad que presenta la Lipoprotein Lipasa A en el diagndstico de la enfermedad,
permanecen sin resolver algunas cuestiones fundamentales como el rol funcional de la misma en el

linfocito B y los mecanismos moleculares que regulan su expresion.

Estas cuestiones tuvieron un importante avance con el estudio realizado por Moreno y col. [56].
Dicho estudio se basa en evidencias previas que revelan que durante el desarrollo normal de los
linfocitos, la regulacion de la expresion génica es realizada mediante cambios en la estructura de la
cromatina y/o a través de los patrones de metilacion de las islas CpG, en este sentido, se ha
reportado que cambios en los patrones de metilacion de los residuos de citosina que son especificos
de tejidos, pueden resultar alterados por factores del ambiente, los cuales se vinculan

frecuentemente a desordenes propios del proceso tumoral [57], [58].

Por lo tanto, en el trabajo en cuestion se analiz6 el patron de metilacion de las islas CpG para un
total de 26 pacientes con LLC (14 con IgVy; NM/LPL" y 12 con IgVy; MUT/LPL") relacionando el
mismo a la expresion de LPL. Los resultados indicaron una correlacion significativa entre la
expresion de LPL y un estado de desmetilacion en pacientes NM y viceversa, entre la ausencia de
expresion de LPL y un estado metilado en pacientes MUT. Es oportuno sefialar que las
desmetilaciones observadas se situaron en la region comprendida entre el exon 1 y el intron del gen

de LPL.

A su vez, como estudios previos sugieren que la activacion del metabolismo lipidico
(degradacion de acidos grasos) se encuentra relacionado con una alta expresion de LPL en
pacientes NM con una LLC progresiva [59], Moreno y col. investigaron si dicha sobreexpresion
podria vincularse a sefiales del microambiente sobre la célula leucémica. En consecuencia,
observaron que la activacion mediante CD40/IL-4 fue capaz de inducir una expresion alta de LPL y
que la misma tenia asociado un proceso de desmetilacion del ADN como también una proliferacion
del clon tumoral. Efectos similares pero en menor medida se observaron para la estimulacion con

BCR, pero no asi con TLR (Receptores tipo-Toll).

En conjunto, estos resultados muestran un vinculo entre la proliferacion del clon tumoral con el
proceso de desmetilacion de las islas CpG del gen de LPL y a su vez, sugieren que este proceso
epigenético podria desencadenarse por sefales especificas de proliferacion provenientes del
microambiente ocasionadas por CD40/IL-4 y BCR, pero no asi por sefiales T-independientes

inducidas a través de los TLR.
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En suma de todo lo antedicho, es posible deducir que la expresion especifica y anormal de LPL
puede ademas de constituir un factor de prondstico de la LLC, brindar una estrategia para
comprender el comportamiento tan heterogéneo de esta enfermedad, ya que como se describiera
previamente (Figura 3) la LPL cumple una funcién de puente para la formacion de complejos
moleculares (lipoproteina-LPL-HSPG) [60]; esta caracteristica podria quizas relacionarse con la
capacidad migratoria del subconjunto de células leucémicas proliferantes que de ser asi, la LPL
podria actuar de forma similar a un factor de intercambio, facilitando las interacciones con las
células circundantes de los distintos microambientes en los tejidos, como por ejemplo células

estromales o células dendriticas foliculares, entre otras [56].

En este sentido, se reportan otros estudios en donde se ratifica el concepto de que el
metabolismo lipidico y la actividad de las lipasas resultarian funcionalmente relevantes para la
patogénesis y progresion de la enfermedad, al observar que ante el tratamiento de los linfocitos B
con un inhibidor de lipasas, la resistencia de éstos a la apoptosis desaparece e incluso resulta en una
induccion de la misma, asi como también en una respuesta mas efectiva a la accion de farmacos

[61].
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LPL COMO MARCADOR PROTEICO

Como se describiera previamente, es indudable el potencial como marcador prondstico que
posee el nivel de la expresion de LPL para la LLC en las células leucémicas. Incluso, en estudios
realizados por Kaderi y colaboradores, se observa que entre todos los marcadores de ARNm para el

prondstico de la LLC, LPL resulta el marcador mas robusto [41].

Sin embargo, el hecho de que su determinacion sea a partir del ARNm, supone la utilizacion de
técnicas y equipamiento que no se encuentran en el uso rutinario a nivel de hospital, por mas que la
técnica de PCR a tiempo real sea mas sencilla de aplicar que una determinacion del perfil

mutacional de los genes IgVy.

Es por ello, que atendiendo a esta problematica resulta una tarea pendiente la bisqueda de la
determinacion de LPL a nivel de proteina redundando asi en la estandarizacion de un
procedimiento que pueda ser empleado de rutina en la clinica, por ejemplo, a través de la citometria

de flujo.
Esta necesidad se fundamenta en dos razones principales:

1) Porque los marcadores proteicos mas utilizados hasta el momento para el diagnostico, CD38
y ZAP70 no han logrado instaurarse como alternativas confiables para dicho procedimiento; CD38
porque entre otras dificultades ha revelado que su expresion es variable en el tiempo de acuerdo al
estado de activacion del linfocito B [62], [63]; y ZAP70 porque no ha resultado tarea sencilla la

generalizacion de un protocolo tinico para su deteccion de rutina a nivel hospitalario[64]-[66];

2) Porque dada la robustez de la expresion de LPL a nivel de ARNm y su correlacion con las
curvas de sobrevida y tiempo libre de tratamiento, la evaluacion de LPL a nivel de proteina podria
otorgar a la clinica médica un método de prondstico mas accesible y tan firme como resulta ser la

evaluacion del nivel de ARNm.
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EL ONCOGEN TCL1

Dentro de otro grupo de desérdenes linfoproliferativos como la Leucemia Linfoide Cronica de
linfocitos T (T-LLC), leucemia prolinfocitica T (T-PLL) y otras leucemias de células T maduras, se
ha asociado como principal causal las aberraciones cromosdémicas que involucran a la region
14932. En dicha region es posible determinar la presencia del locus TCL1 (T cell
leukemia/lymphoma) que contiene el oncogén del mismo nombre que resulta ser blanco de

translocaciones e inversiones [67].

Dichas alteraciones presentan como caracteristica mas frecuente la formacion de rearreglos del
locus de TCLI1 con el del TCR (Receptor de células T) ay en 14ql1 resultando en inversiones:

inv(14)(q11;q32); y translocaciones: t(14)(ql1;q32) [67], [68].

La consecuencia de ambos rearreglos presenta el mismo efecto, esto es, que el locus TCL1 pase
a encontrase subordinado por elementos regulatorios del receptor TCR, haciendo posible la

activacion del mismo.

El gen de TCL1 fue inicialmente aislado e identificado en 1994, sin embargo, recién en 1999 se
completo la caracterizacion del locus entero, encontrandose dos genes mas, TCL1b y MTCP1 [68],
[69]. La correcta expresion de la familia de TCL1 es muy importante en la salud del organismo, ya
que niveles bajos de TCL1 puede ocasionar efectos perjudiciales en la reproduccion y el desarrollo,

mientras que niveles altos se asocian como se mencionara, con predisposicion al cancer [70], [71].

La proteina TCL1 se expresa normalmente en embriones tempranos y tejidos fetales asi como
también en células germinales y linfocitos B y T tempranos. Los niveles altos de expresion de la
misma, han sido también asociados a una variedad de tumores derivados de lineas celulares de

linfoctios B yendo desde pre-células B hasta células B maduras [72], [73].

Diversos estudios han sido realizados sobre la familia de genes de TCL1 murino situada en el
cromosoma 12, que permitieron determinar que en estos roedores el locus TCL1 de 80kb contiene
6 genes: un gen TCL1 y 5 genes TCL1b. En lo que refiere a la proteina TCL1 de ratén propiamente
dicha, ésta presenta un 50% de homologia con la humana y se expresa en 6rganos hematopoyéticos

fetales y en células B y T inmaduras, asi como también en el bazo y timo adultos [68].
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FUNCION FISIOLOGICA DE TCL1

La funcién fisioldgica de TCL1 permanecio desconocida hasta que en el afio 2000 dos trabajos
permitieron determinar que la proteina en cuestion acta como un coactivador de la proteina
quinasa AKT (también conocida como PKB) e indirectamente de la via dexBF  [74], [75].La
proteina AKT constituye una reguladora central de diversos procesos celulares en mamiferos, entre
ellos la proliferacion, inhibicion de la apoptosis, regulacion del ciclo celular y del trafico vesicular.
Esta resulta activada por sefiales recibidas del entorno y como consecuencia fosoforila a las
proteinas blanco de diferentes cascadas que forman parte de estos procesos a nivel de los residuos
de serina/treonina. Sin embargo, en el contexto tumoral su sobreexpresion descontrolada permite el
desarrollo del mismo, al promover una desregulacién en la supervivencia celular, translocacion

proteica y progresion del ciclo celular [76].

Figura 4- Modelo de la activacién de AKT mediante interaccién con TCL1. En la figura puede
observarse como TCL1 se une a AKT a través de su dominio PH, lo que facilita su oligomerizacién
a nivel de la membrana celular y posibilita asi la transfosforilacién de sus residuos (Ser-473 y
Thr-308). Este paso promueve asi la activacién de AKT y su subsiguiente participacién en las
distintas cascadas de supervivencia celular. Figura adaptada de [88].
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Pekarsky y col. lograron determinar que TCL1 y AKT interactiian fisicamente a través del
dominio PH (con homologia a la Pleckstrina) de la segunda, y que dicha interaccion facilita la
oligomerizacion de AKT lo que se traduce en un aumento de su activacion, y posibilita el
transporte al nicleo de AKT. A su vez, se encontr6 que la forma de unién entre ambos ocurre en la

forma de dimero de TCLI1 (ver Figura 4).

En lo que respecta a la LLC se ha observado que la sobreexpresion en linfocitos B leucémicos
de TCL1 seria responsable de la inhibicion en la metilacion de novo del ADN [77], lo que como se
discutio previamente se asociaria al desarrollo de la forma agresiva de la LLC, y a su vez
estableceria un nexo que explique la presencia de TCL1 en los casos de LLC con una evolucion

mas agresiva [78].

Si bien hasta el momento se reportan varios blancos de fosforilacion de AKT, en la actualidad
se desconoce el mecanismo especifico que involucra a los mismos en la patogénesis de la LLC de
linfocitos B. Sin embargo, algunos estudios realizados con inhibidores de la via PI3K-AKT-mTOR,
que regula el ciclo celular y por ende se encuentra vinculada a la proliferacion celular, apoptosis y
cancer, llevados a cabo mediante péptidos que impiden la interaccion TCL1-AKT lograron reducir

la supervivencia de células tumorales provenientes de pacientes con LLC [79].
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MODELO TRANSGENICO MURINO Ep-TCL1

En lo que refiere a un modelo que permita el estudio de la LLC en murinos, es posible basarse
en el elaborado por Bichi y colaboradores en 2002, [80] el cual parte del hecho de que la expresion
desregulada de TCL1 en modelos transgénicos de animales conducen a la manifestacion de una
leucemia de células T, asi como también como se sefialara previamente, también abarca a tumores

provenientes de linfocitos B.

Este modelo transgénico consiste en la produccion de murinos que presenten el gen TCL1 bajo
la regulacion del promotor del gen Vy y el enhancer o potenciador de IgH (Ep) para de esa manera
dirigir especificamente la expresion de TCL1 en linfocitos B inmaduros, asi como también en
maduros. En dichos ratones es posible observar la expansion del bazo, con una zona marginal
superpoblada y al cabo de seis meses la expansion de una poblacion de células B con el
inmunofenotipo B220™°/IgM'/CD5"/CD11b" en el 100% de los ratones y en ausencia de sefial
alguna de enfermedad, lo que indica la expansion de una poblacion de linfocitos B1-CD5", a nivel
de sangre periférica en donde estos son poco frecuentes. El analisis por citometria de flujo permitio
observar que dicha subpoblacion presenta una marcada expansion en la cavidad peritoneal a los 2
meses (44%), que pudo evidenciarse en el bazo a los 4 meses (9%) y en la médula dsea a los 8
meses (43%), edad en la cual los ratones presentan un bazo ligeramente agrandado y un nivel
celular alto en la cavidad peritoneal de 50 a 100 veces mayor con respecto al control. La
histopatologia del bazo agrandado revela a su vez un incremento consistente, en el tamafio de la
zona marginal. En el entorno de los 13-18 meses de edad todos los ratones se vuelven visiblemente
enfermos, presentando esplenomegalia y una marcada leucemia (1,8x10°células/ml contra

2,8x10°¢lulas/ml en ratones normales) [80].

A su vez, otro hecho que fortalece este modelo para el estudio de la LLC es que se reportan
estudios en que los receptores de las células B (BCR) se asemejan a los que se observan para los
pacientes con una LLC agresiva puesto que al igual que en los humanos, la leucemia de ratones

TCL1 presenta los genes IgVy no mutados. [81]

En el mismo sentido otra similitud del modelo de estudio con la LLC es la aparicion de canceres
secundarios. Las neoplasias malignas secundarias son complicaciones frecuentes en los pacientes
con LLC y en la mayoria de los casos resultan ser la causa mas comin de muerte en los pacientes
[82]. No existe un tnico componente que permita explicar el aumento del riesgo de neoplasias no
hematologicas secundarias en pacientes con LLC, sino que es el resultado de un conjunto de
factores entorno al paciente, incluyendo la predisposicion genética, la deficiencia inmunolégica, la

exposicion a carcindgenos, asi como también los efectos secundarios de los tratamientos
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terapéuticos [83]. En el modelo murino de LLC en cuestion, el 25% de los canceres secundarios
observados correspondieron a pilomatrixoma maligno, un tipo de cancer de piel extremadamente
raro en ratones. Hasta el momento, el modelo de Eu-TCL1 parece ser el Gnico reportado que

muestra la aparicion de tumores malignos secundarios en ratones LLC [84].

Es importante sefalar, que a su vez este modelo ha sido empleado en investigaciones para el
desarrollo de drogas preclinicas en LLC. A propdsito, se ha demostrado que blancos terapéuticos
relevantes como BCL-2, MAL-1 , AKT , PDK1, DNMT y p53 se expresan en los linfocitos de este
raton transgénico [85]; lo que ha conducido a profundizar en estudios de sensibilidad a los distintos

agentes terapéuticos utilizados para el tratamiento de la LLC, tanto in vitro como in vivo.

Tal es el caso de estudios realizados in vivo con ratones Eu-TCL1 que muestran una reduccion
de células leucémicas, en el tamafio del bazo e inclusive una sobrevida mas prolongada en

respuesta al tratamiento con Fludarabina [85].

Por otra parte, en otro trabajo realizado por Zanesi y col. con el objetivo de comprobar la
eficacia de la Rapamicina, un inhibidor farmacolégico de la via TCL1/AKT/mTOR, se observé que
al trasplantar células del raton Eu-TCL1 en una raton sinérgico e inducir en éste ultimo LLC, ante
un tratamiento con Rapamicina se prolongé significativamente la vida de todos los animales
tratados respecto a los no tratados. Aunque, el efecto de la Rapamicina sobre los ratones con LLC
fue relativamente corto y al cabo de unas 11 semanas la mayoria de los ratones no sobrevivieron

[84].

En funcién de lo anteriormente mencionado, el modelo transgénico murino Eu-TCL1 resulta ser
en la actualidad el que mejor logra emular una LLC humana progresora, permitiendo asi la
evaluacion de diferentes terapias, como también el aproximamiento indirecto a la etiologia de la
enfermedad y de los mecanismos patogénicos que favorecen su aparicion, asi como también su

progresion.

Dadas estas caracteristicas es que surge el gran interés por evaluar el comportamiento de la
expresion de LPL en este modelo para luego poder compararlo con la expresion de pacientes con

IgVy-NM en la LLC.
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OBJETIVO GENERAL

Realizar la puesta a punto de las técnicas necesarias para evaluar la expresion del ARN
mensajero del gen LPL en pacientes con LLC y en ratones leucémicos, a su vez, comparar dicha
evaluacion con la expresion a nivel de proteina en las células de pacientes, con vistas a una futura

aplicacion para un método prondstico en la LLC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar la puesta a punto del método para evaluar el ARN mensajero del gen LPL por
PCR a tiempo real (qPCR).

Para ello se seleccionaran los primers especificos que amplifiquen la molécula en cuestion y a
partir del ARN extraido de sangre de pacientes con LLC se realizara la transcripcion reversa (a
ADNCc) y posterior puesta a punto de las condiciones para obtener una buena amplificacion. Se
estudiard un niimero significativo de pacientes para identificar estadisticamente el punto de corte
optimo que permita identificar progresores de no progresores, comparando para ello los resultados
con el estado mutacional del gen IgVy de cada paciente y con lo descrito en la bibliografia hasta el

momento.

2) Analizar la expresion LPL a nivel de proteina por Citometria de Flujo y comparar esta

expresion con los datos obtenidos en el objetivo 1.

Teniendo en cuenta resultados previos del laboratorio (iLLC), focalizados en la puesta a punto
del marcado de la proteina LPL por citometria de flujo para evaluar su expresion en células de

LLC, se realizara el marcado intracitoplasmico de la proteina LPL.

3) Analizar la expresion de LPL a nivel de ARN mensajero en el modelo transgénico Ep-

TCL1.

Se procedera analogamente al objetivo especifico 1, extrayendo el ARN mensajero de sangre
periférica de ratones transgénicos para posteriormente por transcripcion reversa, obtener el ADNc y
determinar el nivel de expresion de LPL mediante la utilizacion de técnicas de PCR a tiempo real y

final.
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SOLUCIONES Y REACTIVOS

Buffer Fosfato Salino (PBS)

Solucion preparada con NaCl 0,138M, KCI 0,027M, Na,HPO, 0,078M y KHPO, 0,015M;
pH=7.4.

Medio de cultivo

Se utilizé medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 de Gibco® (Life Technologies)

Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados para los analisis por citometria de flujo fueron dos: un anticuerpo
primario (5D2) un IgG de raton anti-LPL, el cual fue generosamente proporcionado por John
Bruznell y anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de ratén conjugado Alexa Fluor 488" (Life

Technologies).

PACIENTES

Se analiz6 un total de 35 pacientes con Leucemia Linfoide Cronica por qPCR; dichas muestras
fueron obtenidas a partir del banco de células de pacientes del Laboratorio de Investigacion en LLC
(ILLC). EI perfil mutacional de los genes IgVy dividio el total de los pacientes en dos grupos,

donde 19 presentaban IgVy-MUT y 16 IgVy-NM.

RATONES

La sangre periférica de los ratones transgénicos utilizados en este trabajo fue proporcionada

gentilmente por el Dr. Pablo Morande del iLLC, del Institut Pasteur de Montevideo
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EXTRACCION DE ARN, DETERMINACION DE SU CONCENTRACION Y PUREZA

La extraccion de ARN se realizé a partir de las CMSP (Células Mononucleares de Sangre
Periférica) obtenidas previamente en el laboratorio mediante la utilizacion de Ficoll-Hypaque™

sobre sangre periférica de pacientes con LLC o de ratones transgénicos Eu-TCL1.

Para la extraccion se empled sobre dichas células el reactivo Trizol® que permite separar de
forma simultanea el ARN, ADN y proteinas a partir de una muestra de tejido homogeneizado. Este
producto consiste en una mezcla de tiocianato de guandidino y fenol en solucion que luego del
agregado de cloroformo y posterior centrifugacion permite que la mezcla se separe en tres fases:
una fase acuosa que contiene el ARN, una interfase que contiene el ADN y una fase organica que
contiene las proteinas. Por lo tanto, a partir de la separacion de las fases es posible aislar cada uno
de los componentes, teniendo en cuenta que para ello es suficiente emplear un mililitro de reactivo
para 5-10x10° células. Es importante mencionar que es posible aislar todo tipo de ARN desde 0.1-
15kb de largo, y que el mismo se obtiene con escasa contaminacion, siendo posible su posterior uso

para aislar ARNm, asi como también Northern blot o Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

El procedimiento para la extraccion de ARN que a continuacion se describe se basa en el
reportado por Chomczynski en 1993 [86]. El primer paso para la separacion de fases como se
menciono es el agregado de 0,2ml de Cloroformo por cada mililitro de reactivo empleado, luego la
muestra es centrifugada a 12.000g por 15 minutos a 2-8°C. Esta centrifugaciéon permite la
separacion en las tres fases ya explicadas donde el ARN se encuentra en la superior (fase acuosa).
Para aislar el ARN se transfiere la fase mencionada a otro tubo y se le agrega 0,5ml de 2-propanol
por cada ml de reactivo y se centrifuga nuevamente a 12.000g por 10 minutos a 2-8°C para de esa
manera lograr que el ARN precipite en el fondo del tubo. Una vez hecho esto, se remueve el
sobrenadante y se lava con 1ml de Etanol 75% por ml de Trizol” empleado y se centrifuga a 7.500g
por 5 minutos 2-8°C. Luego en el ultimo paso, se descarta el sobrenadante, se deja secar el

precipitado brevemente y se resuspende en H,O libre de ARNasas.

Para la determinacion de la concentracion y pureza del ARN obtenido, se realizan mediciones
de absorbancia a 260nm y 280nm en un espectrofotometro. Determinando la absorbancia a 260nm
es posible obtener la concentracion del ARN sabiendo que 1 UA (Unidad de Absorbancia) se
corresponde a 40ug/mL de ARN. Por otro lado, el cociente de absorbancias A260/A280, es un
parametro de pureza del acido nucleico aislado, teniendo en cuenta que 2 es el valor 6ptimo y
sabiendo que 280nm es la longitud de onda en donde absorben los residuos aromaticos de las

proteinas.
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SINTESIS DE ADNC POR TRANSCRIPCION REVERSA

Una vez aislado y cuantificado el ARN, el paso siguiente fue obtener el ADN copia a partir del
ARNmMm para poder realizar posteriormente la amplificacion por PCR y qPCR. Para ello se recurrié a
una transcriptasa reversa o retro-transcriptasa que es capaz de obtener ADN doble hebra a partir de

ARN simple hebra.

La enzima utilizada fue la Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV
RT) de Invitrogen y a su vez se recurrid a un primer de oligo (dT) capaz de hibridar con la

modificacion postranscripcional de los ARNm, la cola poliA.
Los pasos para llevar a cabo la reaccion se cifieron al siguiente protocolo:

En primer lugar se prepararon soluciones que contuvieran una mezcla de dNTPs (10mM), oligo
(dT) (500pg/mL) y H,O (para este y los restantes pasos se respetaron los volimenes Optimos
indicados por el fabricante de la enzima), luego se agregaron cantidades de ARN siempre
equivalentes de aproximadamente 500ng para cada muestra y se incub6 durante 5 minutos a 65°C y

se coloco en hielo.

Una vez hecho esto, se agreg6 otra solucion compuesta por el buffer de la enzima M-MLV (5X)
y DTT. Se incubd durante 2 min a 37°C y se agregd la enzima M-MLV (200u/uL) y se dejo
reaccionar primero a 37°C durante 50 minutos y luego a 70°C durante 15 minutos. Una vez

producidos los ADNc los mismos fueron conservados a -20°C.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La PCR es una técnica poco costosa, simple y rapida que permite amplificar exponencial y
especificamente un fragmento corto de ADN (entre 100-600pb) contenido dentro de un molécula
mucho mayor de ADN. La PCR supone el uso de un par de cebadores, cada uno de
aproximadamente 20 nucle6tidos de largo que son complementarios a los extremos de la secuencia
definida en cada una de las dos hebras de ADN, asi como también de desoxinucleétidos. Estos
primers se hibridan a cada hebra luego de desnaturalizar la molécula de ADN por temperatura y
son extendidos por una ADN polimerasa que agrega nucledtidos en sentido 5°>3" sobre la hebra
monocatenaria, por lo tanto realiza una copia de la secuencia en cuestion. Una vez hecha esta
copia, los cebadores pueden volverse a utilizar no solo para realizar una copia del segmento
original sino que también puede utilizarse sobre el fragmento copiado en la ronda anterior de
sintesis; y asi sucesivamente conduce a una amplificacién exponencial (como se muestra en la

Figura 5).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
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Figura 5- Esquema de la reaccién de PCR. En la figura se representan las tres etapas principales de una
PCR: desnaturalizacién de la doble hebra de ADN, alineamiento o “annealing” de los cebadores a cada
hebra de ADN por complementariedad de bases y por ultimo la extensién de los cebadores por la Taq
polimerasa en el sentido 523", Este ciclo se repite aproximadamente 30 veces. La temperatura de
alineamiento sefialada varia dependiendo del ensayo.

Sin embargo, como es necesario elevar la temperatura para separar a las dos hebras de ADN en
cada ronda de este proceso, el mayor avance en esta técnica ocurrid con el descubrimiento de una
ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa) obtenida a partir de Thermus aquacticus, una
bacteria termoéfila que crece en aguas calientes, y como resultado de ello no es necesario agregar

nueva enzima en cada ronda de amplificacion.
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Para los casos en el que el interés sea obtener una nocion de cantidad expresion del ADNc de
partida, es necesario realizar otra reaccion en paralelo, en donde se utilicen otros cebadores que
amplifiquen un gen de expresion constitutiva como el genfde -actina, HSP90 o GAPDH

(Gliceraldheido 3-Fosfato Deshidrogenasa) para cada una de las muestras.

Para este caso el gen constitutivo utilizado fue el de GAPDH y en la Tabla 2 se muestran los
cebadores utilizados para las reacciones de PCR a tiempo final asi como también de PCR a tiempo
real. Los mismos fueron disefiados previamente en los estudios realizados por Oppezzo y col. [40],
teniendo en cuenta para ello la optimizacion de las distintas variables: 7m, ausencia de auto-
complementariedad (estructuras secundarias) y complementariedad (dimeros de cebadores),
tamaifio, entre otras.

Tabla 2- Secuencia de los primers para GAPDH y LPL utilizados para las reacciones de
PCR a tiempo final y PCR a tiempo real.

GAPDH LPL
Forward | 5° GGTGCTGAGTATGTCGTGGA 3° | 5" GGAATGTATGAGAGTTGGGTGC 3’

Reverse | 5" ATGCCAGTGAGCTTCCGTT 3" | 5" CAATGCTTCGACCAGGGGACC 3’

En los ensayos realizados por PCR se utiliz6 la enzima Taq ADN polimerasa con los reactivos
necesarios (H,O, dNTP, Mg®", buffer de la enzima) y en las condiciones establecidas por su
fabricante (Fermentas) mientras que el programa de la reaccion establecida en el termociclador
2720 Thermal Cyclyer (Applied Biosystems), fue determinado en funcion del fragmento a
amplificar y de las propiedades de los primers a utilizar (Tm o Temperatura de fusion, tamafio y

porcentaje de GC) y se muestra esquematizado en el Figura 6.

= | 30 ciclos

*30seg

*30seg
=

Figura 6- Programa de la reaccién de PCR. En corchetes se representan las tres etapas de amplificacién
que son repetidas 30 veces en el termociclador. Se observa un paso previo de inicializacién requerido
para las Taq que requieren activacién por calor y un paso de elongacién final de para asegurar que
cualquier ADN de cadena simple restante sea totalmente extendido.
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Luego de culminada la PCR, el paso siguiente a realizar es la evaluacion del producto obtenido
mediante una electroforesis en gel de agarosa, la cual permite separar las moléculas de ADN en
funcion de su tamafio al migrar por una matriz porosa inerte como la agarosa en presencia de un
campo eléctrico, donde las moléculas de mayor tamafio quedaran mas retenidas migrando por lo
tanto mas lentamente, mientras que las mas pequefias se desplazaran mas rapidamente hacia el polo

positivo (por estar cargadas negativamente).

Una vez finalizada la misma, debido a su abundancia el revelado de las bandas es posible
realizarlo mediante la exposicion a radiacion UV en presencia de Bromuro de Etidio, un agente
intercalante del ADN el cual aumenta su fluorescencia en 20 veces al intercalarse entre las bases
del ADN. En particular, en los ensayos realizados se practicd una electroforesis horizontal en
agarosa, con una concentracion del 2% (en funcion del tamafio del fragmento amplificado de 410pb

aproximadamente para LPL) y una cantidad de BrEt de 0,5ng/ml para la visualizacion.

Posteriormente las imagenes de las bandas obtenidas a partir de los geles se analizaron por
densitometria (utilizando el programa de software libre, Imagel), donde los valores para las
distintas muestran fueron normalizados con respecto a lo observado para GAPDH por tratarse de

un gen que se expresa de manera constante en las células.

36



PCR A TIEMPO REAL (QPCR)

La técnica de PCR a tiempo real surgio por la necesidad de obtener medidas cuantitativas de
forma rapida, sensible y especifica de la cantidad ARNm en una célula en un momento dado. Como
se mencionara, para la PCR a tiempo final se utiliza como colorante fluorescente el BrEt, sin
embargo, la deteccion por este método no es muy sensible y cuando la banda es detectable es
porque generalmente la fase exponencial de la reaccion ha finalizado. Esto es porque las
caracteristicas de la reaccion de PCR hacen que la cantidad de copias del fragmento de ADN
amplificado aumente en cada ciclo siguiendo una ecuacion exponencial del tipo 2", dénde N es el
numero de ciclos. Pero este aumento ocurre en forma exponencial hasta alcanzar una fase de
meseta o saturacion, de forma que si se observase un grafico en escala lineal del proceso la
cantidad registrada en los tltimos ciclos no permitiria determinar por cuestiones de diferencias de
escala la amplificacion en los primeros ciclos, sin embargo, si por el contrario se realizara un
grafico en escala logaritmica seria posible observar las diferencias en la cantidad de ADN en cada

ciclo pudiendo apreciar a su vez que una parte de dicho grafico se aproxima a una recta. (Figura 7)
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Figura 7- Gréficas tipicas de qPCR. En la gréfica superior se observa la representacién lineal del
aumento de la cantidad de ADN para cada ciclo, debajo puede observarse el mismo gréfico pero en escala
logaritmica donde se puede apreciar la regién que se aproxima a una recta. Observar como la linea roja en
el gréfico superior se encuentra situada en el medio del gréfico inferior.
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Y el fundamento de la PCR a tiempo real se basa en el hecho mencionado, es decir, en el de
utilizar un termociclador que irradie las muestras con haces de luz a determinadas longitudes de
onda de excitacion y logre detectar la emision de fluorescencia de un compuesto que sea capaz de
aumentar de forma sensible su emision en funcion de la cantidad de ADN de doble hebra presente
en cada momento del proceso de la reaccion y asi de esta manera poder estudiar la etapa mas

representativa de la reaccion, la fase lineal (representada en el grafico inferior de la Figura 7).

La razon de analizar la fase lineal es porque a mayor numero de ciclos, por ejemplo entre los
30-35 ciclos tal como puede observarse en la Figura 8, la cantidad de ADN para muestras que
partieron de distinta concentracion de molde, es muy semejante debido a la saturacion de la
reaccion, y esta es la razon por la que si se pretende obtener una medida semi-cuantitativa por la
técnica de PCR a tiempo final debe realizarse con mucha precaucion y tener en cuenta que
unicamente se estd observando la parte final del proceso, la que es detectable con Bromuro de

Etidio en un gel de agarosa.

En efecto, es por ello que el parametro que se utiliza para calcular niveles de expresion génica
por qPCR es el que se obtiene a partir del numero de ciclo en el que el grafico es interceptado por
un umbral o Threshold en la parte lineal utilizando la escala logaritmica, y que se conoce como Ct

(Cycleqresnoa) €l cual se encuentra representado en la parte inferior de la Figura 7.
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Figura 8- Graficas de qPCR en escala lineal. En la grafica puede observarse como a un nimero mayor
de ciclos (30-35) no es posible observar diferencias en el total de ADN de muestras que claramente
contienen distinta cantidad de molde de partida como se observa en los ciclos anteriores.

El fluoréforo mas empleado y que también serd utilizado en este caso para los ensayos de

qPCR es el SYBR" Green I, el mismo presenta un A raximo de excitacion en el azul a 488nm y
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uno de emisién en el verde a 522nm [87].Sin embargo, el hecho de que el SYBR® Green I sea
capaz de emitir fluorescencia al unirse a la doble hebra de ADN sin especificidad de secuencia,
supone también que puedan observarse sefiales interferentes proveniente de productos no
especificos, siendo los mas comunes los dimeros de primers, pero también existiendo otros como

los producidos por la union inespecifica de cebadores o por contaminacion.

Es por ello que el equipo de qPCR realiza un analisis adicional que permite determinar la
especificidad del producto obtenido y es el analisis de la Temperatura de fusion o Curva de
Melting, que se obtiene a partir de modificar gradualmente la temperatura y en simultaneo registrar
la fluorescencia de la muestra, luego el equipo realiza un grafico de la derivada de la fluorescencia
en funcion de la temperatura contra la temperatura, lo que producird un pico caracteristico situado
en la Tm, que como se dijera depende del tamafio y composicion del fragmento amplificado, por lo
tanto es esperable que todas las muestras luego de realizada la PCR presenten el mismo pico para el
gen amplificado, de lo contrario eso indica la presencia de productos no deseados como se ve

representado en la Figura 9.
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Figura 9- Curvas de melting representativas de LPL. En la gréfica se observa como las muestras en
donde se amplificé LPL muestran un pico caracteristico del fragmento amplificado a aproximadamente
84°C, mientras que con la flecha se indica las muestras en donde se observa una amplificacién inespecifica
que no se corresponde con las demds muestras.

En lo que refiere a la forma de cuantificar por qPCR existen dos maneras, o realizar una
cuantificacion en términos absolutos para lo cual es necesario realizar una curva de calibracion a
partir de diluciones de un estandar de ADN de concentraciéon conocida e interpolar la medicién
obtenida en dicho grafico; o en términos relativos, en donde la expresion del gen en estudio (LPL)
es normalizada con otro gen que como se menciono6 funciona como referencia, un gen constitutivo
0 housekeeping cuya expresion sea estable entre las distintas células, es decir que actiie como

estandar interno, siendo utilizado el mismo gen que para los ensayos de PCR a tiempo final, es
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decir, GAPDH. Por lo tanto, para el estudio de la expresion génica de LPL se utilizé el parametro

de ACt, es decir Ct (LPL) — Ct (GAPDH).

Teniendo en cuenta lo mencionado se realizaron qPCR de los genes de LPL y GAPDH a partir
de ADNCc proveniente de pacientes con LLC y ratones transgénicos, utilizando para el ello el kit de
qPCR Kapa SYBR® FAST con los reactivos y condiciones especificadas por su proveedor (Kapa
Biosystems) y volimenes variables de reaccion (de 10ul o 20ul finales). En la Figura 10 se detalla

el programa de la reaccién disefiado para la reaccion de qPCR en el software de Eco™ (Illumina).
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Figura 10- Esquema del programa utilizado para las reacciones de qPCR. En el disefio se incluyen
las etapas andlogas a las ya vistas para la PCR a tiempo final (Polymerase Activation y PCR cycling), asf
como una etapa adicional correspondiente a la curva de fusién (Melt Curve). Obtenido con el software de
Eco-Illumina.

Los equipos utilizados para obtener las reacciones de qPCR fueron Corbett-Rotor Gene
(Qiagen) y Eco™ (Illumina). A su vez, los analisis estadisticos del conjunto total de los datos
fueron realizados con el programa GraphPad Prism, empleando para ello test estadisticos no
paramétricos, es decir para datos que no es posible asegurar que tengan distribucion gaussiana.
Existiendo dos tipos de test para este caso, el denominado Wilcoxon y el Mann Whitney (donde
ambos admiten grupos pequefios), siendo el elegido para el procesamiento de datos el ultimo,
debido a que para el test de Wilcoxon todos los grupos deben presentar igual numero de individuos,

lo que no se aplica para los casos estudiados.
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CITOMETRIA DE FLUJO (CF)

La citometria de flujo es una poderosa técnica utilizada para el recuento y analisis
multiparamétrico de las caracteristicas de las células (tamafio, granularidad, y presencia de

biomarcadores) asi como de organelos celulares.

Esto es posible gracias a que en los citometros de flujo las células que se encuentran en
suspension, se las somete al pasaje por un filamento extremadamente delgado lo que produce un
flujo laminar que hace que las células pasen de a una y en fila a través de un haz de rayo laser a una
velocidad promedio de mas de dos mil particulas por segundo. El resultado es que ante el pasaje de
las células la luz es dispersada en distintas direcciones, lo cual es detectado por un conjunto de
tubos fotomultiplicadores ubicados a diferentes orientaciones con respecto al flujo, que permiten
obtener distintas informaciones referentes a las células. En efecto, el que se encuentra en linea con
el haz del laser es capaz de detectar la dispersion frontal la cual es proporcional al volumen celular,
denominado como FSC (Forward Scatter, o detector frontal), mientras que el SSC (Side Scatter o
detector lateral) se ubica a por lo general a 90° con respecto al haz y analiza la dispersion que
ocurre hacia los laterales y que es proporcional a la complejidad interna de la célula (granularidad,

forma del nticleo y rugosidad de la membrana citoplasmatica).

A su vez, los citdmetros de flujo contienen un conjunto de detectores que son capaces de medir
la fluorescencia a diferentes rangos de longitudes de onda, permitiendo asi captar la emision de
fluoréforos unidos a anticuerpos, que se encuentren asociadas a componentes celulares presentes
dentro o en la superficie de las mismas. Si bien cada fluoréforo posee un pico de excitacion
caracteristico, y una longitud de onda de emision también caracteristica, sus espectros de emision
con frecuencia se superponen, por consiguiente, la combinacion de marcadores que pueden
emplearse depende de la longitud de onda del o los laseres utilizados para excitar los fluoréforos y

de los tipos de detectores que el equipo tenga disponible.

Para la deteccion de LPL en los linfocitos B leucémicos provenientes de pacientes con LLC, se
desarrollé un protocolo teniendo en cuenta que LPL es una proteina soluble y en condiciones
fisiologicas se adhiere a las células endoteliales del lumen, lo que resultaria en la presencia de LPL
sérica (producida normalmente por células parenquimales y macrofagicas) interaccionando con la
membrana del linfocito B. Con el objetivo de cuantificar solo la LPL producida por el linfocito B
leucémico se incluyd en el protocolo el lavado con Heparina de las células, ya que se ha
demostrado que estos lavados sueltan la LPL unida por interacciones hidrofobicas a las membranas

celulares, debido a la alta afinidad de la LPL por la Heparina [43]. Este paso permitiria evaluar solo
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la produccion de LPL del linfocito B leucémico intra-citoplasmica y corroborar si la expresion

proteica es un buen marcador pronoéstico en la célula B de LLC.
El protocolo seguido para el analisis por citometria de flujo fue el siguiente:

Se descongelan las células y se lavan con 10 mL de RPMI (sin suero fetal bovino) precalentado
a 37°C, luego se centrifuga a 400g por 5 minutos y se descarta el sobrenadante. Se resuspende
suavemente el precipitado con las células y se incuba por 15 minutos a 37°C-5% de CO, con SmL
de RPMI precalentado a 37°C, luego se centrifuga a 400g por 5 min. y se descarta el sobrenadante.
Luego se incuba las células con SmL U/mL (dilucién 1:100 de solucion clinica) de Heparina sodica
en RPMI/BSA (3%) precalentado durante 5 min. a 37°C-5% de CO,. Se centrifuga a 400g por 5
min., se descarta el sobrenadante y se resuspende suavemente el precipitado. Se lava con 10 mL de
PBS a temperatura ambiente y se fijan las células con 10% PFA en PBS por lo menos durante 15
minutos. Luego se lava el fijador con PBS, se bloquea y permeabiliza con PBS-T (0.1% Triton X-
100 en PBS) por 10 min., a temperatura ambiente. Se incuba durante toda la noche con 1 pug/mL
del anticuerpo 5D2 anti-LPL en 3% BSA en PBS-T a 4°C. Se lava con PBS e se incuba durante 45
min. con 2 pg/mL con el anticuerpo Alexa Fluor® 488 anti-IgG de ratéon en 3% BSA en PBS-T.
Por 1ultimo se lava con PBS y se vuelve a fijar con 0,5% PFA antes del andlisis por citometria, el

cual fue realizado con el citometro de flujo Cyan Analyser™ (Dako Cytomation)
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ANALISIS DE EXPRESION DE LPL POR QPCR EN PACIENTES CON LLC

Luego de realizar la extraccion de ARN a partir de las CMSP aisladas de pacientes con LLC, y
sintetizar su correspondiente ADNc de acuerdo a como se describié (ver metodologia), se procedid
a cuantificar la expresion génica del marcador pronodstico de LPL en forma relativa al gen
constitutivo GAPDH. Para este proposito, se llevaron a cabo reacciones de PCR a tiempo real
utilizando los cebadores para GAPDH y LPL indicados en la Tabla 2 y siguiendo el programa de

la reaccion representado en la Figura 10.

En primera instancia, fue posible determinar que el resultado de la reaccion de qPCR resulto ser
especifico tal como se esperaba, lo que fue posible de determinar gracias a las curvas de Melting
incluidas dentro del programa de reaccion una vez finalizada la amplificacion. En la Figura 11 se
muestra el resultado de dichas curvas para un experimento representativo, tal como puede
observarse, se evidencian dos picos bien definidos, correspondientes a los 7m de los fragmentos

amplificados para los dos genes estudiados.
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Figura 11- Curvas de melting obtenidas luego de la reaccién de qPCR de pacientes con LLC. Las curvas
mostradas corresponden a un experimento representativo, en donde los dos picos observados corresponden a la
amplificacién especifica de los genes estudiados, LPL y GAPDH. Los picos menores observados en el entorno de los
60°C corresponden a dimeros de primers y estructuras inespecificas afines.

El analisis a partir de las graficas de qPCR correspondientes a los pacientes se basé en la
determinacion del Ct para las distintas curvas de amplificacion, utilizando para establecer dicho
parametro el punto de corte con una recta umbral o Threshold situada sobre el grafico a escala

logaritimica en su correspondiente parte lineal (ver metodologia de qPCR).
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Una vez definido el Ct del gen de LPL se normalizé con respecto al Ct del gen GAPDH,
obteniendo asi el parametrd\Ct, que cuantifica el nivel de exprési de LPL en las distintas
muestras. Para obtener una mejor visualizacion de las diferencias observadas en los resultados
obtenidos, se utilizod para el estudio la formula matematica 272¢t, muy recurrente en la literatura
para el analisis por qPCR, logrando de esta manera diferenciar mas claramente a los pacientes que

presentan una mayor expresion del ARNm de esta proteina de los que no.

Por otro lado, para la correcta evaluacion del valor prondstico de LPL se separd la poblacion de
datos en dos grupos en funcidn del perfil mutacional de los genes IgVy de cada paciente (dato ya
existente), con el propodsito de ratificar o no la sobreexpresion de la proteina en los casos de
pacientes NM con una LLC mas agresiva y una nula o baja expresion de LPL en los pacientes

MUT con un mejor prondstico, el resultado obtenido se muestra en la Figura 12.

A su vez, sobre el total de 35 pacientes analizados (separados en 19MUT y 16NM) se determino
tal como puede observarse en la misma figura el punto de corte (cut-off) 6ptimo que permite
diferenciar a los pacientes progresores con IgVy-NM/LPL" de los no progresores IgVy-MUT/LPL’
situado en y=2. El mismo se establecio a partir de la media obtenida para los pacientes IgVy-
MUT/LPL" mas dos desvios estandar. EI nimero de datos que quedan separados del grupo por el

cut-off, son de tan solo 1 y 3 valores para los pacientes I[gVy-MUT y IgVy-NM, respectivamente.
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Figura 12- Niveles de expresion de LPL en pacientes con LLC clasificados en funcién del perfil

mutacional de IgVy. El gréfico es el resultado de la cuantificacién relativa de LPL por gPCR de un total
de 35 pacientes (19MUT y 16NM). La linea punteada (en y=2) representa el punto de corte éptimo que
permite diferenciar los pacientes que presentan una sobreexpresién de LPL, de los que no, determinado
a partir de la media para MUT mds dos desvios estdndar. Los grupos muestran ser diferentes con un p-
valor de P<0.0001 al aplicar el test de Mann-Whitney.
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Asimismo, para evaluar las diferencias entre los dos grupos, se realizo el test no paramétrico

para muestras desapareadas de Mann-Whitney, obteniéndose un p-valor de P<0,0001.

Si bien el numero de pacientes analizados es bajo en comparacidn con los estudios en los que se
reporta la evaluacion del valor pronostico de la expresion de LPL a nivel de ARNm [51], [52], [54],

[55], [41], este resultado se sitda en el mismo sentido que dichos trabajos.

La asociacion de los valores de qPCR con el perfil mutacional de los genes IgVy y el resultado
obtenido por el analisis estadistico de los datos, permiten afirmar que la cuantificacion del ARNm
de LPL muestra ser una vez mas un marcador prondstico robusto para la LLC. Donde a pesar de
que la cohorte de individuos estudiados es relativamente pequeila, se define una clara tendencia en
donde los pacientes que presentan una sobreexpresion de LPL se relacionan con una progresion
desfavorable de la enfermedad, mientras que los pacientes con niveles insignificantes o muy bajos

de expresion muestran un desarrollo indolente de la LLC.

En efecto, esta fuerte asociacion permite definir un punto de corte que logra diferenciar de
forma eficiente (para las condiciones del estudio en cuestion) a los dos grupos de pacientes

mencionados, tal como se visualiza en la Figura 12.
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COMPARACION DE DETECCION DE LPL POR QPCR Y CITOMETRIA DE FLUJO

En paralelo a la puesta a punto de la técnica de qPCR en el laboratorio para la deteccion de LPL
a nivel de ARN, resultd interesante determinar si lo observado por esta metodologia podia ser
igualmente reproducible al realizar un analisis de la expresion de esta proteina por citometria de
flujo. Para ecllo se tomaron algunos pacientes representativos de los analizados por qPCR y
siguiendo el protocolo descrito (ver metodologia, CF) se realizo la deteccion de LPL por CF; el

resultado de dicha comparacion se observa en la Figura 13.
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Figura 13- Anélisis de expresién de LPL por PCR, qPCR y CF. A-Evaluacién por qPCR de la expresién
relativa de LPL a nivel de ARN en 7 pacientes con LLC. B-Ensayo de PCR a tiempo final con los mismos
pacientes, donde se puede apreciar la correlacién con los resultados mostrados en el panel A, y la
asociacién con el perfil mutacional de los genes IgV,. C- Deteccién por CF mediante anticuerpos
especificos para LPL sobre tres pacientes representativos en dénde se observa la concordancia de la
expresién proteica con la cuantificacién por qPCR (porcentajes de células en la regién R4). Para el estudio

por CF se procedi previamente a lavar con Heparina para eliminar la sefial proveniente de la LPL sérica
unida a la membrana de los linfocitos B leucémicos.
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De la comparacion observada en la Figura 13, se desprende la posibilidad de realizar el mismo
tipo de estudio que el llevado a cabo para qPCR, es decir, analizar una cohorte significativa de
pacientes mediante CF y realizar la evaluacion del valor prondstico que puede presentar LPL a
nivel de proteina, utilizando como referencia el marcador del perfil mutacional de los genes IgVy.

El mencionado estudio fue realizado con la colaboracion del Mag. Daniel Prieto (Figura 14).
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Figura 14- Porcentajes de células LPL’ obtenidos por Citometria de Flujo. El grafico es el resultado
de la deteccién de LPL por CF a un total de 27 pacientes (12MUT y 15NM). La linea punteada (en y=5)
representa el punto de corte Optimo que permite diferenciar los pacientes que presentan una
sobreexpresién de LPL, de los que no. Al aplicar el test estadistico de Mann-Whitney sobre los grupos se
obtuvo un p-valor de P<0,011. Resultado obtenido en conjunto con el Mag. Daniel Prieto.

La concordancia observada entre la expresion de LPL a nivel de ARN y de proteina,
determinadas mediante qPCR y CF (Figuras 13 y 14 respectivamente), reafirman la hipotesis de
que LPL ademas de ser un buen marcador pronostico a nivel de ARN, podria serlo también como
proteina. En efecto, tal como puede observarse en la Figura 14, los grupos de pacientes separados
segun el perfil mutacional de sus genes IgVy, presentan en sus células leucémicas una expresion

diferencial de la proteina, corroborado mediante el test estadistico de Mann-Whitney (P<0,011).

Si bien, al igual que en el caso anterior el numero de pacientes estudiados todavia no es muy
considerable, sin lugar a dudas estos resultados son auspiciosos, y de ser reafirmados con una
cantidad de casos estadisticamente significativa, permitirian plantearse a LPL como un marcador
prondstico ya no solamente a nivel de ARN, en donde su robustez ha sido previamente demostrada,

sino como un marcador proteico capaz de ser determinado mediante un ensayo de CF.
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EVALUACION DE LA EXPRESION DE LPL EN EL MODELO MURINO Ep-TCL1

Como el modelo transgénico murino i -TCL1 ha mostrado ser el que mejor logra emular las
caracteristicas de una LLC humana y con mal pronodstico, resulta muy interesante realizar la
determinacion de si los linfocitos B provenientes de la sangre periférica de dichos ratones presentan
0 no sobreexpresion de LPL. Por este motivo, se procedid a realizar la evaluacion de la expresion
de LPL por PCR a tiempo final, de forma analoga a los pacientes con LLC. Es decir, obteniendo
ADNCc a partir del ARN aislado previamente, para luego amplificar por PCR mediante cebadores
especificos los genes de LPL y GAPDH. Para dicho estudio se analizé un total de 18 ratones, de los
cuales 10 correspondieron a Ep-TCLI1, y 8 ratones “littermate” o compaiieros de camada. Estos
ultimos son ratones que por producto de los mecanismos de herencia, al momento de los
cruzamientos realizados, resultan con un fenotipo normal (homocigota negativo), esto es sin
sobreexpresion de TCL1. Por lo tanto el grupo de dichos murinos constituye el control interno en
donde, si la hipdtesis del presente trabajo es correcta, se espera no detectar la expresion de LPL en
contraposicion a sus pares transgénicos. El resumen del estudio de la expresion de LPL por PCR a

tiempo final se encuentra representado en la Figura 15.
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Figura 15- Anélisis de expresién de LPL en ratones transgénicos En-TCL1 (TCL1), y littermate (LT) por PCR. Panel
A: Se observan las bandas obtenidas para LPL y GAPDH en gel de agarosa luego de la amplificacién por PCR en 10 ratones
TCL1 y 8 LT, se muestran a su vez los carriles correspondientes al control negativo sin ADN (C-) y al control positivo, un
paciente con LLC IgV,-NM (C+). Panel B: Andlisis por densitometria de los resultados mostrados en A, los valores se
encuentran normalizados con respecto a GAPDH para cada caso. Los grupos TCL1 y LT muestran ser significativamente

diferentes al aplicar el test de Mann-Whitney (P<0,002).
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En funcioén de los resultados vistos en la Figura 15, puede decirse que los ejemplares estudiados
del modelo transgénico Epn-TCL1, parecen presentar una mayor expresion de LPL cuando se la

compara con los ratones control /ittermate.

En efecto, el analisis semi-cuantitativo de los resultados de PCR a tiempo final mostrado en el
panel B, revela que los grupos son significativamente distintos al aplicar el test de Mann-Whitney,
obteniéndose un p-valor de P<0,002. Sin embargo, antes de establecer conclusiones mas generales

al respecto seria necesario ampliar el numero de ratones estudiados.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En funcién de los resultados obtenidos por la técnica de qPCR es posible concluir que se logro
realizar la puesta a punto para la deteccion de LPL a nivel de ARNm en los pacientes con LLC,
obteniendo diferencias claras entre la expresion de dicho gen al asociarse con el perfil mutacional
de los genes IgVy de los pacientes y por ende con el correspondiente pronostico de evolucion para
la enfermedad. Asimismo, si bien la cantidad de pacientes analizados no fue alta, fue posible
definir un punto de corte 6ptimo que permite establecer a partir de qué nivel de expresion se podria
considerar pertinente asegurar que el paciente con LLC presenta una sobreexpresion de LPL y por
lo tanto un prondstico desfavorable. En resumen, los diversos trabajos reportados en la literatura a
los que se ha hecho referencia, y lo mostrado en el presente trabajo, permiten concluir que LPL es
un buen marcador pronostico para la LLC, en donde su sobreexpresion se asocia a la forma no

mutada de los genes IgVy y por lo tanto, a una mala progresion de la enfermedad.

Con respecto al estudio realizado por citometria de flujo para la deteccion de LPL a nivel de
proteina, se desprende el valor potencial como marcador prondstico para la LLC. Sin embargo, el
numero de pacientes analizados para este estudio deberia ser aumentado, sobre todo porque a
diferencia de la evaluacion a nivel de ARNm, se encuentran pocos datos a nivel bibliografico con
los cuales contrastar los obtenidos en este trabajo. A pesar de ello fue posible comparar de forma
exitosa la expresion de LPL por qPCR y CF para pacientes representativos, asi como también
determinar que los grupos de pacientes separados en funcion de su perfil IgVy presentan
diferencias significativas de la expresion de dicha proteina. Es por eso que, los resultados
obtenidos son sin lugar a dudas prometedores y abren la perspectiva de poder llegar a establecer a
futuro a LPL como un marcador proteico para la LLC, con los beneficios que de ello reportaria al

momento de una posible aplicacion en la clinica hematoldgica.

Por ultimo, en lo pertinente al estudio realizado de la expresion de LPL en el modelo
transgénico murino Eu-TCL1, mediante PCR a tiempo final, fue posible determinar que dicho gen
parece encontrarse mas expresado en el modelo transgénico al compararse con ratones littermate.
En resumen, se concluye que el patron de expresion de LPL en los ratones transgénicos del modelo
Eu-TCL1 que emula una LLC progresora revela una mayor expresion del gen de dicha proteina, al
compararla con la determinada para ratones con fenotipo normal (littermate). Estudios
posteriores sobre la importancia de este hallazgo, asi como su correlacion con la biologia de la

enfermedad en los humanos deberan ser llevados a cabo.
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