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Caracterizacion molecular e impacto clinico de células madre leucémicas en
pacientes con leucemia mieloide crénica.

Resumen

La leucemia mieloide crénica (LMC) se caracteriza por la activacién constitutiva de la
quinasa BCR-ABL1. A partir de la introduccidn del tratamiento con inhibidores de tirosina-
quinasa (ITK) especificos, la sobrevida global ha mejorado significativamente. Sin
embargo, ain luego de muchos afos de tratamiento, los pacientes muestran evidencias de
enfermedad residual por la persistencia de una poblacién de células madre leucémicas
(LSC). En este trabajo nos propusimos responder dos preguntas acerca de esta poblacién:

1) (Es de utilidad clinica la cuantificacién de las LSC en los pacientes con LMC a lo largo
del tratamiento?

2) ;Qué caracteristicas bioldgicas diferencian a las LSC de sus contrapartes normales, las
células madre hematopoyéticas (HSC)?

Respecto a la cuantificacion de la poblacion de LSC, observamos que los niveles de carga
leucémica inicial eran variables entre pacientes, y disminuian en la fraccién de células
primitivas y progenitoras a lo largo del tratamiento con ITK. A los seis meses de
tratamiento, la carga leucémica en la fraccién primitiva fue menor en los pacientes
clasificados como Optimos respondedores al tratamiento con ITK, vs. aquellos que
presentaron signos de advertencia o falla. Esta metodologia, basada en la deteccion del
ARNm de BCR-ABL1 en colonias provenientes de un cultivo de largo término (6 semanas),
no fue lo suficientemente sensible para pacientes en RM profunda. Para resolver esta
limitacién, desarrollamos una metodologia capaz de detectar las LSC a nivel de ADN
genomico mediante la amplificacion del punto de fusiéon paciente-especifico, permitiendo
la independizacién de los niveles de expresion de BCR-ABLI1. Este ensayo podria tener
relevancia para la clinica, ya que serd utilizado para evaluar la carga leucémica en el
contexto del primer ensayo clinico de discontinuacion del tratamiento con ITK en
Argentina.

Respecto a la caracterizaciéon molecular de las LSC y HSC, evaluamos la los niveles
globales de microARNs en dichas fracciones provenientes de pacientes con LMC al
diagndstico, en comparacién con la fraccién primitiva y progenitora de dadores sanos,
mediante la tecnologia de secuenciacién masiva. Describimos conjuntos de microARNs
diferencialmente expresados, y realizamos la validacién de un subgrupo de ellos mediante
RT-qPCR en una nueva cohorte de pacientes y dadores sanos. Observamos que la
correlacién entre ambas técnicas fue baja, y discutimos las limitaciones que pudieron estar
implicadas en dicho resultado. El analisis funcional in silico de los microARNs validados
reveld una asociacién significativa con vias relacionadas a distintos procesos metabdlicos.
Finalmente, realizamos una busqueda de microARNs novel a partir de los resultados de la
secuenciacién masiva, detectando la presencia de un microARN de biogénesis no canénica,
derivado del clivaje del ARN pequefio nucleolar SCARNA15.

Palabras clave: leucemia mieloide crénica, células madre hematopoyéticas, inhibidores
de tirosina-quinasa, microARNSs, células madre leucémicas.
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Molecular characterization and clinical impact of leukemic stem cells in chronic
myeloid leukemia patients

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by constitutive activation of BCR-ABL1
kinase. Since the introduction of treatment with specific tyrosine-kinase inhibitors (TKI),
overall survival has improved significantly. However, patients on long-therm terapy show
signs of residual disease burden due to the presence of leukemic stem cells (LSC). In this
thesis, we aimed to answer the following questions regarding LSC:

1) Is it of clinical utility to quantify the LSC burden in CML patients receiving TKI
treatment?

2) What are the biological differences between LSC and their normal counterparts,
hematopoietic stem cells (HSC)?

Regarding the quantification of LSC, we detected variable levels of leukemic burden in
the primitive fraction at diagnosis; we also observed that leukemic burden was gradually
reduced along TKI treatment in the primitive and progenitor fraction. At six months of
treatment, LSC burden was lower in patients that showed an optimal response to TKI
treatment vs. patients that showed signs of warning or failure. For patients showing deep
molecular responses in peripheral blood, this methodology, based on the detection of BCR-
ABL1 mRNA-positive colonies in long-term (6-weeks) culture initiating cells (LTC-IC)
assays, was not sensitive enough. Therefore, we developed a method that enabled us to
detect LSC at the DNA level, independently of BCR-ABL1 expression levels. In order to
design patient-specific primers, we amplified and sequenced the genomic BCR-ABL1
breakpoint; primers were used to evaluate single colonies from a 6-week LTC-IC assay, by
direct nested-PCR. In the context of an ongoing TKI-stop trial in Argentina, this method
could be of clinical utility to assess LSC burden before discontinuation.

Regarding characterization of LSC and HSC from CML patients, we analyzed global
microRNA expression by massive parallel sequencing. We also characterized primitive
and progenitor fractions from healthy donors. After differential expression analysis, we
validated a set of microARNs by RT-qPCR, in a new cohort of patients and healthy donors.
We observed a low correlation between both techniques, and we discussed possible
limitations related to this result. In silico analysis of validated microARNs revealed a
significant association with metabolic pathways. Finally, we searched for novel
microARNSs, and found a microRNA of non-canonical biogenesis, derived from the cleavage
of a longer molecule, previously characterized as SCARNA15.

Key words: chronic myeloid leukemia, hematopoietic stem cells, tyrosine-kinase
inhibitors, microRNAs, leukemic stem cells
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CAPITULO I. INTRODUCCION

I.1. Leucemia mieloide crénica

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es una enfermedad originada a partir de la
transformacién oncogénica de precursores hematopoyéticos multipotentes, que se
manifiesta como una expansién de células mieloides maduras, principalmente
granulocitos, aunque también se observa un incremento de eritroblastos y megacariocitos.
Se caracteriza por la presencia del cromosoma Philadelphia (Ph) producto de la
translocacion reciproca t(9;22)(q34;q11), originando el gen de fusion BCR-ABL1, el cual
codifica una proteina tirosina-quinasa constitutivamente actival. La enfermedad suele
presentarse en fase crénica, que puede mantenerse latente por varios afios. En ausencia de
tratamiento efectivo, la enfermedad progresa, a través de una fase acelerada, hacia una
fase de crisis blastica con caracteristicas similares a una leucemia mieloide aguda
(leucocitosis, citopenia, dolor 6seo). En estos casos, el prondstico de los pacientes empeora
sustancialmente, siendo el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas la tnica
alternativa de curacién?.

1.1.2. Epidemiologia

La incidencia de la LMC esta reportada como 10 a 15 casos por millén de personas por
afio, sin una distribucién geografica o étnica evidente3, representando el 15-20% de las
leucemias en adultost. Sin embargo, un estudio epidemioldgico que considerd
estrictamente los casos de LMC positivos para el cromosoma Ph en registros completos,
reportd una incidencia de 6 a 8 casos por milléon de personas por afio. En Argentina, esta
incidencia global se traduciria en 240 a 320 casos nuevos por afio (estimacién a partir de
los datos de poblacion total del censo 2010, INDEC). La edad al diagnéstico es variable, y el
promedio varia segin region geografica, posiblemente debido a diferencias en la
composicion etaria. En Europa, el promedio de edad al diagnéstico es 60 a 65 afios,
mientras que en las regiones de Latinoamérica, sudeste asiatico y Africa es menors. La
incidencia en hombres es mayor que en mujeres (cociente 1,3-1,8), y su incidencia
aumenta con la edads. No estdn descriptos factores etioldgicos, a excepcién de la
exposicion a altas dosis de radiacion ionizante?.

1.1.3. Caracteristicas del rearreglo genémico BCR-ABL1

La translocacion reciproca t(9;22)(q34;q11) origina el gen de fusién BCR-ABLI en el
cromosoma Ph (22qg-), que codifica una proteina de fusién con actividad tirosina-quinasa
(otorgada por un dominio de ABL1) constitutivamente activa. En el 95% de los casos, los
puntos de ruptura cromos6émicos se pueden encontrar distribuidos a lo largo del intrén 13
o intrén 14 de BCR (~3kpb), y alo largo del intrén 1 de ABL1 (~140kpb). En un estudio en
el que se caracterizaron 308 puntos de fusién BCR-ABL1 no se encontraron puntos de
fusion idénticos, sino que cada paciente albergaba una secuencia especifica en la region
gendémica correspondiente al rearreglo cromosémico8. Dado que las regiones intrénicas
son eliminadas durante el corte y empalme del transcripto primario, los ARNm maduros
son virtualmente idénticos entre todos los pacientes, difiriendo s6lo en la presencia o
ausencia del exén 14 de BCR. Estas variantes transcripcionales son denominadas b2a2
(también denominada e13a2) y b3a2 (el4a2), y codifican para una proteina de 210 kDa
(p2108er-abl) (Fig. 1.1).
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Fig. 1.1. Estructura de las isoformas de ARNm de BCR-ABL1 mds frecuentes en LMC. Los
niimeros corresponden al nimero de exén de cada gen. Adaptado de °.

En 2/3 de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda Ph+ y en raros casos de LMC y
leucemia mieloide aguda, la ruptura en BCR ocurre en un intrén rio arriba, localizado
entre dos segundos exones alternativos (e2 y e2'), resultando en la isoforma ela2, que
codifica para una proteina de fusién de 190kDa (p190Ber-Abl)2,

1.1.4. Diagnostico

El diagnostico se realiza mediante un hemograma y frotis de sangre (leucocitosis
neutrofilica con precursores mieloides, eosinofilia, basofilia, plaquetas normales o
aumentadas), un estudio citogenético por bandeo G en médula 6sea (MO) de 20 metafases
(para la deteccion del cromosoma Ph y de otras alteraciones citogenéticas) (Fig. 1.2), y un
estudio molecular de RT-PCR en sangre periférica (SP) (para la detecciéon del transcripto
BCR-ABL1, y la caracterizacién de la isoforma correspondiente). En un *5% de los casos, el
cromosoma Ph no es detectable por estudio citogenético, y la evaluacién de la
translocacién reciproca se realiza por la técnica de FISH10. Una vez confirmado el
diagndstico se puede estratificar a los pacientes en grupos de riesgo (bajo, intermedio,
alto) a través del calculo del indice de Sokal, EUTOS o Hasford. El indice de Sokal es el mas
comun, y utiliza como variables la edad, el tamafio del bazo, el recuento de plaquetas y el
porcentaje de blastos en sangre periféricall.
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Fig. 1.2. Cariotipo de un paciente con LMC en fase cronica. La translocacion reciproca
t(9;22)(q34;q11) genera el cromosoma Ph (22q-) y su reciproco (9q+). Extraido de 2.

1.1.5. Fisiopatologia

Las caracteristicas de la proteina de fusion BCR-ABL1 estan dadas por la combinacién de
interacciones celulares propias de BCR y ABL1, y por la apariciéon de propiedades nuevas,
dadas por la interaccidn de algunos de los dominios de ambas proteinas y por pérdida de
otros. El extremo N-terminal de BCR contiene un motivo coiled-coil esencial para la
oncogenicidad de BCR-ABL1, que permite la dimerizacién de la proteina, la cual se
demostré que es necesaria para la activacion de la funcién quinasa de ABL1. También se
conservan, de BCR, un dominio quinasa de tipo serina-treonina, dos regiones de unién a
dominios (SH)2 y un dominio Rho de intercambio GTP-GDP (rho-GEF). De ABL1 estan
presentes tres dominios de homologia con Src: SH1 es el que exhibe funcién tirosina-
quinasa, SH2 es de unién a fosfo-tirosina, y SH3 une secuencias ricas en prolina de otras
proteinas, como CrkL. A su vez, en ABL1, hacia el extremo C-terminal, hay un dominio de
unién al ADN y otro de unién a actina 12,

Las consecuencias celulares dadas por la presencia de la proteina BCR-ABL1 en células
hematopoyéticas son la desregulacién de varias vias de sefalizacion, incluyendo las vias
de PI3K, JAK2-STAT y MAPK. Consecuentemente, las células transformadas exhiben alta
proliferacion, menor adherencia al estroma de MO, menor respuesta a estimulos pro-
apoptéticos y mayor inestabilidad gendmicaz Al iniciarse en una célula madre
hematopoyética, todos los linajes albergan la translocacién reciproca. Sin embargo, el
fenotipo se manifiesta principalmente como leucocitosis neutrofilica y trombocitosis, sin
efectos evidentes en la capacidad de diferenciacién de los progenitores para producir
células maduras. Durante la progresion de la enfermedad, aparecen mutaciones
adicionales al BCR-ABL1 que ocasionan un arresto en la diferenciacion, resultando en la
acumulacion de blastos inmaduros.
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I.1.6. Tratamiento

La caracterizacion de la proteina BCR-ABL1 y de su rol en la patogénesis de la LMC llevo al
disefio racional de drogas especificas, en particular de inhibidores competitivos del sitio
de unién al ATP de la quinasa ABL1 13. A principios del afio 2000 se demostré que una de
estas drogas, el compuesto STI571 (que luego seria patentada por Novartis como Imatinib,
IM), era efectivo in vitro contra células leucémicas, y mostro resultados promisorios en un
ensayo clinico de fase II14. El salto cuantitativo que permiti6 el establecimiento del IM
como tratamiento de primera linea para pacientes con LMC en pacientes en fase crdénica
fue el ensayo de fase III llamado IRIS (International Randomized Study of Interferon and
STI571), en el cual 1106 pacientes en 177 centros de 16 paises fueron asignados de forma
aleatoria al tratamiento con IM (400mg/dia) o con interferén-a (IFN-a) mas citarabina, el
tratamiento estandar hasta ese momento para este grupo de pacientes. A los 18 meses, la
tasa de respuesta citogenética completa (0% metafases Ph+) fue del 76,2% en la rama IM
vs. 14,5% en la rama IFN-a + citarabina. Los resultados de este ensayo a largo plazo (el
ultimo reporte tiene un seguimiento de casi 11 afios) informaron que entre los pacientes
asignados a la rama IM, el 48,3% completaron el tratamiento vs. sélo el 1,3% en la rama
[FN-a mas citarabina, siendo que el 65,6% de los pacientes asignados a dicho tratamiento
se cambiaron a IM15. Teniendo en cuenta que para el 20,1% (111 casos) de los pacientes
no habia datos de sobrevida a los 10 afios, la estimacién de sobrevida global a los 10 afios
para los pacientes en la rama IM fue de 64,4 a 83,3%, considerando a los 111 pacientes
muertos o vivos, respectivamente.

Sin embargo, los resultados del estudio también evidenciaron que una fraccién de los
pacientes no presenta respuestas adecuadas. En la rama IM se registraron 6,9%
progresiones a fase acelerada o crisis blastica vs. 12,8% en la rama IFN-a més citarabina.
En la rama IM se registraron 16,1% muertes, siendo el 56% relacionadas a la enfermedad
(habiendo o no recibido trasplante de células precursoras hematopoyéticas). Respecto a la
seguridad del tratamiento, el 9,3% de los pacientes en la rama IM presentaron efectos
adversos serios relacionados a la medicacion, en su mayoria durante el primer afio de
tratamiento. Se registraron 11,3% de casos de neoplasias secundarias (benignas o
malignas)?15.

Este ensayo clinico puede considerarse como un éxito del trabajo conjunto de la
comunidad cientifico-médica. No sélo los resultados de respuesta de los pacientes al
tratamiento fueron sustancialmente mejores a los que se habian logrado hasta el momento
con terapias no dirigidas, sino que también se estableci6 una linea de base para la
construccién de una escala internacional que permiti6 la estandarizaciéon del monitoreo
molecular de los pacientes entre distintos laboratorios?eé.

1.1.7. Desarrollo de inhibidores de BCR-ABL1 de segunda generacion

Se estima que un 40% de los pacientes tratados con IM presentan intolerancia o
resistencia a lo largo de los primeros 5 afios de tratamiento, requiriendo un cambio a
inhibidores de tirosina-quinasa (ITK) de segunda generacién (Nilotinib o Dasatinib)?7.
Estos también surgieron del disefio racional de agentes inhibidores del dominio quinasa
de BCR-ABL1, y actdan, al igual que el IM, como inhibidores competitivos del ATP 1819,
Ambos compuestos demostraron tanto in vitro como in vivo, mayor potencia y respuestas
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moleculares mas rapidas, tal que en la actualidad se encuentran aprobados para ser
utilizados, al igual que IM, como primera linea de tratamiento. La decisiéon de cual ITK
utilizar en primera linea es determinada por el médico tratante en funciéon de las
caracteristicas clinicas del paciente, objetivos del tratamiento, edad y comorbilidades,
considerando el perfil de eventos adversos de cada compuesto3. Los efectos adversos
estan asociados a la capacidad de cada ITK de inhibir otras quinasas celulares, y con su
potencia: ademas de BCR-ABL1, IM y Nilotinib tienen efecto sobre receptores de PDGF
(platelet-derived growth factor) y la tirosina-quinasa KIT; el Dasatinib inhibe a multiples
quinasas, incluyendo las de la familia Src. Hasta el momento no se han detectado
diferencias en la sobrevida global entre los tres compuestos3.

Son tres los mecanismos principales que han sido descriptos durante la resistencia al
tratamiento en células maduras: mutaciones en el dominio quinasa de BCR-ABLI,
amplificacién del gen BCR-ABL1, y mecanismos independientes de la actividad quinasa de
BCR-ABL120. En el caso de mutaciones en el dominio quinasa, a los pacientes se les indica el
ITK mas adecuado segin la mutacién que posean, siendo algunas menos sensibles a
Dasatinib (V299L, T315A, F317L/V/1/C), o al Nilotinib (Y253F/H, E255K/V, F359V/1/C)
(Fig.1.3). La mutacién T315I ha mostrado ser resistente a los ITK de primera y segunda
generacion, siendo sensible sélo a Ponatinib, un ITK de tercera generacion?!.

T315
Dazatinib

Fig. 1.3. Representacién de la estructura cristalina del dominio quinasa de ABL1, en complejo
con IM (a), Nilotinib (b) o Dasatinib (c). Se resaltan las mutaciones que confieren resistencia
a cada ITK in vitro. En esta figura se aprecia el mayor espectro de mutaciones que pueden
causar resistencia a IM en comparacion con los ITK de sequnda generacién. La mutacion
T315I causa resistencia a los tres ITK. Modificado de 22.

1.1.8. Monitoreo molecular

La respuesta al tratamiento con ITK es evaluada a nivel hematolégico, citogenético y
molecular. Este ultimo consiste en la cuantificacién por retrotranscripciéon seguida de PCR
en tiempo real (RT-qPCR) de los niveles de transcriptos BCR-ABL1 en SP. El monitoreo
molecular es la herramienta mas sensible disponible en el contexto de la rutina clinica
para la evaluacién del estado de la enfermedad, principalmente de la enfermedad residual
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medible. Dado que esta metodologia tiene una alta variabilidad?3, los valores de
transcriptos BCR-ABL1 deben ser informados como cociente (nimero de copias BCR-
ABL1/nimero de copias del gen control) en la escala internacional (IS)24. Dicha escala fue
establecida para facilitar la comparabilidad de los resultados entre distintos laboratorios,
asignandole a la mediana de los valores de %BCR-ABL1/gen control detectados al
diagnéstico en 30 de los pacientes que participaron del ensayo clinico IRIS un valor de
100%, tal que las cuantificaciones posteriores sean informadas como reducciones (en
escala logaritmica) respecto a dicha linea de base!®. Es decir, que un paciente que presente
niveles de transcriptos BCR-ABL1 1000 veces menores a los observados al diagnéstico en
los pacientes del ensayo IRIS, se le asignaria una respuesta molecular (RM) de 3 (3 log de
reduccion), o %BCR-ABLS=0,1% (Fig. 1.4).

Respuesta hematolégica completa (RHC)

Normalizacién del nimero de glébulos blancos

. , 100
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Fig. 1.4. Equivalencia entre los niveles de respuesta hematoldgica, citogenética y molecular.
Modificado de 22.

La importancia de la cuantificacion de los transcriptos BCR-ABL1 en pacientes tratados con
ITK radica en que los niveles de RM alcanzada a determinados tiempos post-tratamiento
son indicadores pronosticos de la evolucion del paciente. Los criterios de la European
Leukemia Net para la clasificacion de la respuesta al tratamiento con ITK en 1r linea
tienen en cuenta el %BCR-ABL!S a los 3, 6 y 12 meses, en conjunto con el porcentaje de
metafases Ph+ en MO 24 (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: definiciones de respuesta a los ITK en primera linea (fase crénica, fase acelerada y
crisis bldstica) de la European Leukemia Net 2013.

Tiempo Respuesta 6ptima Advertencia Falla
Alto riesgo
i Ruta mayor ACA/Ph*
3 meses BCR-ABLS<10% BCR-ABL!S>10% y/o No RHCy/o
y/o Ph*<35% (RCP) Ph* 36-95% Ph+>95%
6 meses BCR-ABLS<1% BCR-ABL$1-10% y/o BCR-ABLS1>10%
y/o Ph*0% (RCC) Ph+ 1-35% y/o Ph* >35%
BCR-
- 1S 0,
12 meses ABLS<0,1%(RMM)  BCR-ABLSO01-19%  DCR-ABLE1>1%y/o
Ph+ >0%
Pérdida de RHC
Pérdida de RCC
A partir c-le entonces, en RMM o mejor ACA/Ph(-7, 0 7q) Pérdida .de RMM**,
cualquier momento confirmada
Mutaciones
ACA/Ph*

**en dos pruebas consecutivas, una de ellas 21% IS; ACA/Ph*: alteraciones cromosémicas
clonales en células Ph*; ACA/Ph: alteraciones cromosémicas clonales en células Ph; RMM:
respuesta molecular mayor; RHC: respuesta hematoldgica completa; RCC: respuesta
citogenética completa; RCP: respuesta citogenética parcial

Inicialmente, la dUnica forma de armonizar la metodologia de RT-qPCR a la escala
internacional consistia en el intercambio de muestras de pacientes con un laboratorio
central de referencia (que habia participado del establecimiento de la linea de base del
ensayo IRIS) para la obtencién de un factor de conversién a la escala IS; lo cual resulté en
una mejoria en las tasas de concordancia inter-laboratorio?s. Sin embargo, se trata de un
proceso laborioso y costoso, por lo tanto son pocos los laboratorios que han tenido acceso
a dicha estandarizacion. El desarrollo reciente del primer panel de referencia genética
para BCR-ABL1 (calibradores primarios), validado por la Organizacién Mundial de la Salud
ha surgido como una respuesta a dicha limitacién. Se trata de material de referencia
consistente en 4 calibradores; cada calibrador tiene asignado un valor de cociente BCR-
ABL1/gen control en la IS, el cual fue obtenido por multiples mediciones en laboratorios
estandarizados de referencia2t. Dado que el stock de estdndares primarios es limitado, su
accesibilidad esta restringida a fabricantes de kits o de estadndares secundarios. En nuestra
region, la implementacién de un programa de armonizacién a la IS con calibradores
secundarios de desarrollo local ha permitido un aumento sustancial en la cantidad de
laboratorios estandarizados. Estos calibradores fueron desarrollados en nuestro
laboratorio, y consisten en mezclas de las lineas celulares K-562 (BCR-ABL*) y HL-60
(BCR-ABL-) en distintas proporciones, las cuales representan 4 niveles de %BCR-ABLS; las
mezclas fueron liofilizadas y distribuidas a laboratorios de Argentina y otros paises de
Latinoamérica?’. Al dia de hoy, el programa incluye 29 laboratorios, de los cuales 19 se
encuentran en Argentina, y los restantes estan distribuidos entre Uruguay, Paraguay,
Colombia, Panam4, Pery, Costa Rica, Guatemala y México. Este programa no sélo permiti6
la accesibilidad del material, sino también la conformacion de una red de laboratorios
estandarizados para el intercambio de protocolos, la evaluacion de pardmetros
relacionados a la calidad de las mediciones, y la colaboracion en proyectos de
investigacion.
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1.1.9. Discontinuacion de ITK

En pacientes respondedores a los ITK, los niveles de transcriptos BCR-ABL1 disminuyen a
lo largo del tiempo, obteniendo RM profundas (definidas como RM4.0, RM4.5 y RM5.0). En
los casos donde no se detectan transcriptos BCR-ABL1, algunos autores utilizan el término
"enfermedad minima residual indetectable” (UMRD). La estimacién a 5 afios de
tratamiento con IM es que hasta un 50% de los pacientes puede alcanzar una UMRD 28,
Esto ha llevado a la ejecucién de numerosos ensayos clinicos de discontinuacién del
tratamiento, en los que de forma consistente se observd que alrededor de un 40-60% de
los pacientes pueden mantenerse en remision libre de tratamiento (TFR) 2930. En estos
ensayos, los pacientes son seleccionados bajo estrictos criterios, que, aunque pueden
variar ligeramente, en general incluyen:

-haber logrado una respuesta de al menos RM4.5, y mantenerla durante al menos
24 meses (pudiendo variar entre RM4.0-RM5.0);

-una duracién total del tratamiento con ITK de al menos 5 afios
-18 afios de edad

-no haber presentado resistencia a ITK de 1r2linea
-transcriptos tipicos (b2a2 o b3a2) al diagndstico

-monitorearse de forma regular al discontinuar el tratamiento, en un laboratorio
estandarizado (1 vez el mes durante los primeros 6 meses, cada 6 semanas los siguientes 6
meses, cada 3 meses a partir del segundo afio).

Una de las caracteristicas mas llamativas de estos ensayos es que en la mayoria de los
pacientes en los que ocurre una recaida molecular (definida como pérdida de RM3.0/MMR
en SP), sucede en los primeros 6-7 meses post-discontinuacion, y el 100% vuelve a
responder al tratamiento con ITK, sin presentar mutaciones. En una revisién del 2016 se
reportd s6lo 1 caso de progresién a crisis blastica 8,5 meses después de reiniciar el
tratamiento con IM 30, Estos resultados son muy promisorios; sin embargo, si se tiene en
cuenta el porcentaje de pacientes que alcanzan los requisitos para discontinuar el
tratamiento, sélo un 10% de los pacientes tratados con IM podra mantenerse en TFR 17,
con lo cual la mayoria de los pacientes deben mantener el tratamiento con ITK de forma
indefinida. Esto tiene implicancias en la calidad de vida de los pacientes, dados los efectos
adversos de los ITK, y en el sistema de salud, dado que el precio de los ITK es
sustancialmente alto.

I.2. Células madre hematopoyéticas

Las células madre hematopoyéticas (HSC, hematopoietic stem cells) se definen por su
capacidad de autorrenovacién y de diferenciacion multipotente, lo cual es posible a través
de divisiones asimétricas, generando una célula hija diferenciada y otra HSC. La célula hija
diferenciada sale del reservorio de HSC y genera células maduras a través de una cascada
de pasos de diferenciacion. Las HSC también tienen ciclos de autorrenovacién por
divisiones simétricas, en los cuales generan HSC hijas capaces a su vez de autorrenovarse y
diferenciarse. La eleccién entre divisiones simétricas y asimétricas estd regulada por
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multiples factores, tanto intrinsecos (por ejemplo, alteraciones genéticas) como
extrinsecos (por ejemplo, sefiales del microambiente de la M0)31-33. En su conjunto, estos
mecanismos permiten la expansion de una tnica HSC en un clon de muchas células, y el
mantenimiento del sistema hematopoyético a lo largo de la vida del organismo3+.

La fraccién de células Lin"CD34+CD38-/low contiene a las HSC y progenitores multipotentes
(MPP, multipotent progenitors), los cuales tienen el potencial de generar progenitores
comprometidos a linaje mieloide (CMP, common myeloid progenitors) o linfoide (MLP,
multi-lymphoid progenitors). A su vez, los CMP pueden generar progenitores de tipo
granulocito-macréfago (GMP) o megacariocito/eritrocito (MEP). Los progenitores
comprometidos a linaje estdn contenidos en la fracciéon de células Lin-CD34+CD38* (Fig.
1.5)35. Las células terminalmente diferenciadas (linfocitos, células Natural Killer, células
dendriticas, granulocitos, megacariocitos, eritrocitos) son células con un ciclo de vida
corto, y por lo tanto el organismo requiere la regeneracion constante de nuevas células a
partir de los precursores presentes en la MO. En modelos murinos se ha demostrado la
existencia de un pool de células quiescentes, las cuales se considera que no contribuyen al
mantenimiento diario de la hematopoyesis, sino que funcionarian como reservorio frente
a situaciones de alta demanda, por ejemplo, frente a una lesién o proceso inflamatorio3e.
De forma analoga, en humanos, la evaluacién del ciclo celular por citometria de flujo de
células provenientes de MO de personas sanas indica que la mayoria de las HSC se
encuentran en la fase Go35, es decir, quiescentes, mientras que estimaciones indirectas del
ciclo de vida indican que las HSC humanas se dividen cada 175-350 dias37. A este modelo
clasico se ha agregado una capa de complejidad otorgada por la heterogeneidad del
reservorio de HSC: no todas las HSC tienen la misma capacidad de autorrenovarse ni
pueden generar clones del mismo tamaiio. Esto implica que el ciclo de vida puede variar
entre las distintas subpoblaciones de HSC34.
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Fig.1.5. Esquema del sistema hematopoyético humano. Se indican los marcadores fenotipicos
utilizados para diferenciar cada subpoblacién. Modificado de 3>.
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1.2.1. Modelos para estudiar la funcionalidad de las HSC

El ensayo sustito (surrogate assay) de referencia para las HSC es el modelo de trasplantes
seriales de HSC en ratones que fueron sometidos a dosis subletales de radiacién para
condicionar la MO. Para ello, se inyectan cantidades limitantes de HSC en hospedadores
primarios. Si estas células se autorrenovaron en el hospedador, entonces tendran la
capacidad de implantarse al ser inyectadas en hospedadores secundarios, y asi
sucesivamente en hospedadores terciarios, etc. Para el caso de HSC humanas, se utilizan
ratones  inmunodeficientes  (NOD-SCID:  nonobese  diabetic-severe =~ combined
immunodeficiency, o NSG: NOD-SCID ILZrymll) que permiten la implantacion de
xenotrasplantes humanos. Mediante este tipo de ensayos, las poblaciones Lin-
CD34+CD38lw y Lin"CD34+*CD38- provenientes de sangre de cordén humana fueron
caracterizadas como HSC, capaces de generar células del linaje mieloide, linfoide y
eritroide, aunque con heterogeneidad en su capacidad de autorrenovacion; a su vez, se
observé que la poblacion CD38- esta enriquecida unas 40 veces en HSC respecto a la
poblacién CD38low 34,

Alternativas al ensayo in vivo son los ensayos de largo término in vitro, LTC-IC (Long-term
culture-Initiating cell), en los cuales las células provenientes de MO o SP pueden utilizarse
como células iniciadoras de un cultivo en presencia de células proveedoras de factores de
crecimiento (feeder layers), las cuales intentan simular las condiciones presentes en el
microambiente de la MO. Estos cultivos tienen una extensiéon minima de 5 semanas, y
permiten evaluar, de forma retrospectiva, la presencia de células primitivas en el in6culo
inicial.

1.2.2. Origen y persistencia del clon leucémico

Los primeros indicios de que la LMC se origina en una HSC transformada provienen de
casos en los que, luego de realizar una tranfusiéon de sangre proveniente de pacientes con
LMC a receptores con neutropenia severa, se detecté implantaciéon en MO y progenie Ph+38.
Experimentos realizados en modelos murinos transgénicos, en los que se inducia la
expresion de BCR-ABL1 en células progenitoras, demostraron que BCR-ABL1 no era capaz
de otorgar capacidad de autorrenovacion a dichas células, descartando un origen del clon
leucémico en esta fraccion3®. En cambio, si la expresion de BCR-ABL1 era inducida en la
fraccidon de células mas primitivas, los ratones desarrollaban una enfermedad tipo LMC*O.
Por otro lado, en pacientes con LMC, se pueden encontrar células Ph+* en todos los linajes?,
sugiriendo que la translocacion ocurri6 en una célula multipotente. Se denomina entonces
a la poblaciéon responsable del origen y mantenimiento del clon leucémico como células
madre leucémicas (LSC), consideradas células multipotentes con capacidad de
autorrenovacion.

Estudios recientes han cuestionado que BCR-ABL1 sea suficiente para inducir la
enfermedad, ya que la expresion de una sola copia de BCR-ABL1 mediante experimentos
de knock-in, rio abajo del promotor enddgeno de BCR, no causé el desarrollo de leucemia
en los ratones, aunque si se detecté un aumento en la capacidad de implantacién en MO%2.
Otros indicios de que BCR-ABL1 es necesario pero no suficiente para el desarrollo de la
enfermedad son los registros de sobrevivientes de la bomba atédmica en Japon, en los que
se observd un periodo de latencia de alrededor de 7 afios*3. Por otro lado, en personas
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sanas y lineas celulares no relacionadas a LMC también pueden detectarse, en bajos
niveles, transcriptos BCR-ABL1, sugiriendo que son necesarias alteraciones genéticas (o
epigenéticas) adicionales para conferir a dichas células capacidad leucemogénica*+.

I.2.3. Caracteristicas de las LSC

El caso de la LMC es, junto a la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfoblastica aguda,
uno de los ejemplos mas claros del modelo de célula stem tumoral (CSC, cancer stem cell).
Las CSC fueron inicialmente definidas como un subgrupo de células bioldgicamente
distintas del resto del tumor, con la capacidad exclusiva de perpetuar el crecimiento del
tumor de forma indefinida%s. Definiciones mas recientes consideran que no es necesario
hacer inferencias respecto a la célula de origen donde ocurri6 la transformacidn, y excluye
a las células pre-malignas*s. Esta definicion permite englobar a poblaciones de CSC que
dan evidencias de ser heterogéneas, conteniendo subclones con distinta capacidad de
autorrenovacion e interaccién con sefiales del microambiente.

Una de las limitaciones para el estudio de las CSC o LSC es que los marcadores fenotipicos
disponibles para su aislamiento no reemplazan a los ensayos funcionales, ya que los
marcadores pueden verse alterados por el mismo proceso tumoral o leucémico. Los
ensayos funcionales también presentan sus limitaciones ya que, tanto in vivo como in vitro,
las condiciones en general han sido optimizadas para evaluar la capacidad stem de
poblaciones normales, y tienen una duracién temporal menor a los ciclos de vida de las
células stem adultas humanas.

El hecho de que el 60% de los pacientes con LMC en los que se discontinud el tratamiento
con ITK presenta recaida molecular en los primeros meses post-discontinuacidn, sugiere
que el clon leucémico puede persistir y mantener su capacidad proliferativa, a pesar de
haber estado bajo tratamiento con ITK por muchos afios. El paradigma actual considera
que las responsables de la persistencia son las LSC, por varias evidencias:

-pueden ser detectadas en MO de pacientes con RM profunda#+7.48;

-en los pacientes que presentan recaida molecular luego de la discontinuacidn, la
cinética de proliferacién del clon leucémico es similar a la de un tipico clon leucémico al
diagndstico?9;

-son capaces de sobrevivir al tratamiento con ITK in vitro, por un mecanismo
independiente de la actividad quinasa de BCR-ABL15051;

-exhiben menor sensibilidad al tratamiento con ITK in vitro que la fraccién de
células progenitoras CD34+CD38+52,

Entre las evidencias provenientes de ensayos in vitro que intentan describir los
mecanismos por los cuales estas células son resistentes a los ITK se encuentran: la
quiescencia de una sub-poblacién de células CD34+ luego del tratamiento con ITK, alin en
presencia de factores de crecimientos3; la proteccién de la apoptosis inducida por ITK
otorgada por el co-cultivo con células stem mesenquimales, a través de un mecanismo
mediado por receptores de proteinas Wnt>%; y la expresiéon de mayores o menores niveles
de BCR-ABL1 respecto a las células mas diferenciadas>255.
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Estas observaciones han llevado a la bisqueda de blancos especificos de las LSC, vias
independientes de la actividad quinasa de BCR-ABL1, y estrategias terapéuticas que
puedan complementar el tratamiento con ITK, como son inhibidores de las vias de JAK2 y
Hedgehog; inhibidores del proceso de autofagia; reguladores epigenéticos; inhibidores de
ALOXS5, y anticuerpos monoclonales para IL1-RAP. También se han intentado estrategias
para interferir la interaccién con el nicho de la médula dsea, por ejemplo, inhibidores de
CXCR4 e inhibidores del checkpoint inmune PD-1/PD-L117.

I.3. Regulacion de la expresion génica mediada por microARNs

Los microARNs son ARNs pequeiios (19-25 nucleétidos) no codificantes, que actian
como reguladores de la expresién génica. El primer microARN descripto fue lin-4 en el
nematodo C. elegans, en el cual se demostr6 que es esencial durante el proceso de
desarrollo, mediante un mecanismo dependiente de la unién al extremo 3'UTR del
transcripto lin-145657. Trabajos posteriores demostraron la existencia de microARNs en
distintos grupos de organismos, como asi también su alto grado de conservacién evolutiva.
En humanos, se han descripto unos 519 microARNs para los cuales hay una alta confianza
de que sean reales, y se estima que un 60% de las regiones 3'UTR de ARNm humanos
contienen sitios conservados de unién a microARNsS8. Si se consideran todos los registros
de microARNSs en la versidn mas reciente de miRBase (v21), llegan a 1881 microARNSs.

Entre otros ARNs no codificantes, los microARNs han resultado de especial interés por
poseer caracteristicas de relevancia funcional®%, como son:

-poseen un alto grado de conservacion evolutiva (hay evidencias de microARNs
hasta en anémonas de mar y esponjas);

-la diversidad de microARNs correlaciona con la complejidad genémica;

-son moléculas relativamente estables, pudiendo ser detectados en fluidos como
sangre y orina;

-sus efectos son pleiotropicos, ya que un mismo microARN puede regular varios
ARNm blanco;

-muestran patrones de expresion especificos de tejido y subtipo celular.
I.3.1. Organizacion gendmica

Muchos microARNs forman parte de clusters gendmicos a partir de los cuales se generan
transcriptos policistronicos. Los loci, formando parte de clusters o como unidades
independientes, pueden estar localizados en regiones intergénicas (en ese caso poseen su
propio promotor), o estar incluidos en intrones o exones de otros genes. Una revision
reciente de todos los microARNs registrados en miRBase (v21) clasific6 al 76% de las
secuencias de microARNs como intragénicas, de las cuales el 64% se encontraba en
intrones de otros genes (codificantes o no codificantes)®®. A su vez, los microARNs son
agrupados en familias en base a las caracteristicas de su regién semilla, tal que aquellos
microARNs con similitud de secuencia tendran un espectro de ARNm blancos similares en
secuencia. Los miembros de una familia pueden o no estar localizados en un mismo cluster
genémico.
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I.3.2. Biogénesis de microARNs

Los microARNs pueden generarse a partir de mecanismos canénicos o no canonicos.
Durante la biogénesis de microARNs candnicos, los transcriptos primarios (pri-
microARNs) son sintetizados por la ARN polimerasa I, con lo cual poseen 5'CAP y pueden
o no estar poli-adenilados en su extremo 3'. Los pri-microARNs forman estructuras de tipo
hairpin, que son clivadas por el complejo Microprocesador (Drosha-DGCR8) para formar
los pre-microARNs, de 70nt, también con estructura de hairpin. Estos precursores son
exportados al citoplasma mediante un complejo que involucra a Exportina-5, en un
proceso dependiente de Ran-GTPél. En el citoplasma son procesados por un complejo
enzimatico que contiene a la endonucleasa Dicer, liberando un ARN doble cadena de 18-
25pb, tipicamente con 2 nucleétidos sin aparear en ambos extremos 3', y un grupo 5'
fosfato en cada extremo. El duplex es cargado en el complejo RISC (RNA-induced silencing
complex) a través de una proteina de la familia Argonauta (Ago), generalmente a través de
Ago2, y una de las hebras podra actuar como hebra guia. La otra hebra, denominada
microARN*, es liberada del complejo y degradada (Fig 1.6, A). Dependiendo si el microARN
maduro se genera a partir del brazo 5' o 3' del pre-microARN, se le agrega al nombre el
sufijo 5p o 3p, respectivamente. Entre los microARNs de biogenésis canénica también se
incluye a aquellos generados a partir de transcriptos primarios de otros genes, ya sea
codificantes o no codificantes, pero que, al igual que los que provienen de una unidad
génica independiente, dependen del complejo Microprocesador para la generacién de los
pre-microARN con estructura de hairpin (Fig. 1.6, B).

Los microARNs de biogénesis no canoénica son, por definicién, aquellos que no requieren
el procesamiento por el complejo Microprocesador o por Dicer. Por ejemplo, algunos
microARNs generados a partir del corte y empalme de intrones (mirtrones) ingresan a la
via como pre-microARNs (Fig. 1.6, C). Otros consisten en short-hairpin ARNs (shARNs),
siendo los mas caracterizados aquellos producidos por la ARNpol II, por ejemplo, algunos
derivados de las regiones 5' de ARNm o de los transcriptos antisentido de éstos.
Finalmente, una tercera clase de microARNs de biogénesis no candnica se transcriben en
tandem con o como parte de otro tipo de ARN pequefio, por ejemplo ARNt, ARNs pequefios
nucleares, ARNs pequefios nucleolares. La mayoria de los microARNs de caracterizacion
reciente se clasifican como microARNs de biogénesis no canonica, en su mayoria,
mirtrones.
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Fig.1.6. Biogénesis de microARNs candnicos (A-B) y no candnicos (C). Para los no candnicos
se muestra el caso mejor estudiado, correspondiente a la generacion de microARNs a partir
del corte y empalme de intrones de otros genes (mirtrones). Modificado de 58.

1.3.3. Mecanismos de accion de microARNs

A diferencia del mecanismo de silenciamiento utilizado en experimentos de knock-down
(siARN) o a lo que ocurre con los microARNs en plantas, la mayoria de los microARNs
animales disminuyen los niveles del ARNm blanco mediante un mecanismo de
decaimiento (decay) o represién de la traduccién. La unién de los microARNs a los ARNm
ocurre, generalmente, a través de su regién semilla, correspondiente a los nucleétidos 2-7
a partir del extremo 5', con regiones de distinto grado de complementariedad en la zona
regulatoria 3'UTR de los ARNm. Una vez formado el complejo, se reclutan proteinas
adaptadoras que median la interaccién con la proteina PABPC (poly(A)-binding protein),
asociada a la cola de poli-A de los ARNm, y proteinas deadenilasas que provocan el
acortamiento de la cola de poli-A, con la consecuente desestabilizacion del ARNm. El
reclutamiento de proteinas adaptadoras también disminuye la eficiencia de traduccién del
ARNm (Fig. 1.6, A)s8.

También se han reportado mecanismos de acciéon no canénicos de los microARNs, como
silenciamiento a través del reclutamiento de proteinas remodeladoras de la cromatinas?, e
induccion de la traduccion a través de la unién al 5'UTR de ARNm de proteinas
ribosomaless3.

1.3.4. Participacién de microARNs en procesos bioldgicos

La generacion de ratones knock-out para microARNs ha demostrado la relevancia
funcional de estas moléculas, ya que experimentos de pérdida de funcién para 20 de las 27
familias de microARNs mds conservadas en animales, resultaron en fenotipos alterados.
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Entre los fenotipos observados se observaron: viabilidad embrionaria reducida,
enfermedades neuroldgicas graves, infertilidad, ceguera, sordera, desérdenes del sistema
inmune y cancer. Es importante considerar que, dada la redundancia entre microARNs
pertenecientes a la misma familia, varios de estos fenotipos s6lo se expresaron al anular
varios de los miembros de la familia en simultaneo58.

En particular, respecto al sistema hematopoyético, existen multiples evidencias de su
participacién en los procesos de hematopoyesis normal y maligna, incluyendo la comision
a linaje, diferenciacion, apoptosis, y funcionalidad de células inmunes efectorasé4. En
ratones transgénicos knock-out condicionales para Dicer, en los que dicha proteina estaba
ausente sélo en células del linaje hematopoyético, se observé mediante ensayos
funcionales in vivo una reduccién en la poblacién de células primitivas y células maduras®s.
Asimismo existen multiples trabajos que describen la expresiéon desregulada de
microARNs en neoplasias hematolédgicas, y entre los mecanismos intervinientes se han
descripto anomalias cromosémicas (por ej. en Leucemia linfocitica crénica, linfoma de
células B, leucemia linfoblastica aguda), cambios en el control transcripcional (por ej. a
través de c-Myc, p53, PU.1, C/EBPa), modificaciones epigenéticas (por ej. miR-223 en
leucemia mieloide aguda) y defectos en la maquinaria de biogénesis de los microARNs
(por ej. por mutaciones inactivantes o cambios en la expresion de los componentes)ée.

I.4. Antecedentes de la hipodtesis

La mayor parte de las evidencias respecto al efecto de los ITK en las LSC fueron obtenidas
en experimentos realizados in vitro, con muestras provenientes de pacientes con LMC al
diagndstico. Las evidencias obtenidas de pacientes tratados con ITK por periodos
prolongados, por el contrario, son limitadas. Entre ellas se encuentran algunos reportes
de persistencia de LSC en pacientes bajo tratamiento con Imatinib, Nilotinib y Dasatinib,
aun cuando éstos alcanzaron una RM profunda sostenida en el tiempo 4867, Por otro lado,
dado que la respuesta de los pacientes al tratamiento con IM es heterogénea, siendo que
un 40% debe rotar a inhibidores de segunda linea, se desconoce si dicha respuesta
diferencial tiene alguna relaciéon con las propiedades de las LSC al diagndstico, o que
pudieran emerger durante el tratamiento.

Adicionalmente, en el contexto de la discontinuacién del tratamiento con ITK, se
desconoce si los niveles de LSC pueden servir como factor prondstico de la capacidad de
lograr el TFR, o, en aquellos que si lo lograron, si la presencia de LSC funcionales
representa un riesgo de recaida futura.

Por otro lado, las LSC han sido extensamente estudiadas en LMC y otras neoplasias
hematolégicas. Sin embargo, los ensayos clinicos con compuestos dirigidos a esta
poblacién no han logrado buenos resultados hasta el momento, siendo que la mayoria de
ellos ha presentado una alta toxicidad. En este sentido, ain no se comprenden los
mecanismos que permiten a una LSC tener caracteristicas asociadas a un proceso
oncogénico, como es mayor proliferacién, desregulacién de la interacciéon con la matriz
extracelular, menor sensibilidad a sefiales apoptéticas, y ain asi seguir comportandose
como células primitivas, con capacidad de autorrenovacién y multipotencialidad.
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HIPOTESIS

La hipétesis general del trabajo es que la carga de células madre leucémicas (LSC) en
pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC) es indicativa de la respuesta al tratamiento
con inhibidores de tirosina-quinasa (ITK) y de la posibilidad de discontinuar la terapia de
forma segura. Sus caracteristicas estarian dadas, al menos en parte, por mecanismos de
regulacion génica mediados por un conjunto de microARNs diferencialmente expresados
respecto de sus contrapartes normales, las células madre hematopoyéticas (HSC).

OBJETIVOS GENERALES

-Evaluar el impacto clinico de la carga de LSC en pacientes con LMC al diagnéstico y bajo
tratamiento con ITK

-Identificar mecanismos moleculares diferenciales a través de la evaluacién de los niveles
de microARNs en las LSC en comparacion con las HSC de pacientes y dadores sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Cuantificar la carga leucémica en la fraccién primitiva y progenitora en muestras de
pacientes con LMC al diagnéstico, y bajo tratamiento con ITK, utilizando ensayos
funcionales in vitro.

2) Correlacionar la carga de LSC con la cinética y profundidad de respuesta a los ITK.

3) Caracterizar el miRnoma de LSC y HSC de pacientes con LMC al diagnoéstico, en
comparacion con dadores sanos.
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CAPIiTULO II. MATERIALES Y METODOS
I1.1. Muestras de pacientes.

El proyecto fue aprobado por el Comité de ética del Instituto Alexander Fleming. Los
pacientes firmaron un consentimiento informado elaborado especialmente para este
proyecto. Se obtuvieron muestras de SP o MO de pacientes con LMC en fase crénica, de dos
tipos: al diagnéstico (previo tratamiento), o a distintos puntos de tiempo de tratamiento
con ITK (Imatinib o Nilotinib). Los pacientes fueron clasificados segiin su respuesta al
tratamiento de acuerdo a los indicadores sugeridos por la European Leukemia net 24 (ver
Introduccién, tabla 1.1). En el caso de muestras al diagnostico, 2-3mL de SP fueron
utilizados para la evaluacién de transcriptos BCR-ABL1 por RT-PCR cualitativa para la
isoforma p210 (protocolo detallado en la seccién I1.5).

I1.2 Aislamiento de la fracciéon CD34+,

Se separé la fase enriquecida en células mononucleares (MNC) mediante centrifugacion en
gradiente de densidad (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Life Sciences) durante 30min a
480xg. Los MNC se obtuvieron a partir de la recoleccién de la interfase. Se realiz6 un
lavado en PBS (GIBCO), lisis de glébulos rojos a 37°C (EDTA 0,13mM, KHCO3 1 mM, NH4Cl
170mM, pH 7,3), y remocién del plasma enriquecido en plaquetas mediante centrifugacién
a baja velocidad (12-15 minutos a 200xg). Se utilizaron hasta 2x108 de MNC para el
aislamiento de la fraccién CD34+, el cual consistié en una seleccion positiva utilizando
beads magnéticas (CD34 MicroBeads, Miltenyi Biotech). El protocolo consistié en 30min
de incubacion de 100ul de beads y 100ul de bloqueante de receptores FcR por cada 1x108
MNC (en ~300pul de buffer MACS frio: BSA 0,5% en PBS/EDTA 2mM, pH 7,2), en un bafio a
2-8°C. Se realizaron 2 lavados con 4mL de buffer MACS. Para el sembrado en la columna,
lavado y elucioén, se utilizé buffer MACS frio. Las células fueron sembradas en una columna
MS (Miltenyi Biotech) en 500ulL, lavadas 4 veces (1x 1mlL, 3 x 500uL), y eluidas en 2mL. La
fraccion CD34*+ fue criopreservada en 1mL de medio de congelacion (DMEM
50%/albimina sérica humana 40%/DMSO 10%). En los casos en los que se disponia de
suficiente namero de células, se utilizaron 10.000 células para evaluar la pureza de la
fraccion mediante citometria de flujo (ver seccion 11.6.1 para mas detalles).

I1.3. Ensayo de corto término para células progenitoras (CFU).

Las células CD34+ criopreservadas fueron descongeladas en 20mL de DMEM (GIBCO).
Luego de contar células viables con el colorante vital Azul Tripan (GIBCO) en cdmara de
Neubauer, se plaquearon 500 células por placa, resuspendidas en 100ul de IMDM (GIBCO)
o RPMI (RPMI 1640, GIBCO), en placas de cultivo p35 conteniendo 1mL de metilcelulosa
enriquecida en factores de crecimiento (Methocult H4435 Medium, Stem Cell
Technologies), por duplicado. Para ello, las células fueron agregadas a 1,1mL de medio
semisdlido, se vortexearon, y luego de 5min a TA se plaquearon en p35 utilizando una
jeringa de 1mL sin aguja. Los factores incluidos en este medio son: SCF (Stem cell factor),
IL-3 (Interleukin-3), IL-6 (Interleukin-6), EPO (erithropoietin), G-CSF (granulocyte colony-
stimulating factor) y GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), todos
como proteinas recombinantes humanas. El medio también incluye SFB, IMDM, 2-
Mercaptoetanol y suplementos. Las células fueron incubadas en estufa a 37°C, en
atmédsfera himeda con CO; 5%, en el interior de una cdmara humeda (placa p100 estéril
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conteniendo 1 p35 con agua estéril por cada 2 p35 con células) durante 14-18 dias. Al
cabo de ese tiempo, las colonias fueron contabilizadas al microscopio éptico, clasificadas
segun el tipo de progenitor hematopoyético (progenitores macréfago-granulocito: CFU-
GM/CFU-M/CFU-G, eritroides: BFU-E/CFU-E, de linaje multiple: CFU-GEMM) (Fig. 2.1), y
extraidas de la metilcelulosa de forma individual o realizando pooles (de 4-6 colonias). Las
mismas fueron colocadas en 500ul de medio RPMI. Todos los tipos de colonias fueron
utilizados para la extraccion de ARN. Luego de una centrifugacion, se resuspendieron los
pellets en 100ul de solucidén de lisis (RNAqueous-Micro Kit, Ambion), y se conservaron a -
20°C hasta el momento de extraccién de ARN.

A

Ensayos funcionales in vitro de corto término
(CFU)

500 célu
CD34*

—~F
T 14-18 dias en
_.~_.'_J- Metilcelulosa enriquecida
(FB5,B54,2-ME,EPO,SCF.GM-CSFIL-
(2 p35) l 3,0L-6,G-CSF)

Fig. 2.1. A: Esquema del protocolo utilizado para los ensayos funcionales in vitro de corto
término para células progenitoras (CFU). B: Fotografias de colonias representativas
obtenidas en los ensayos CFU y LTC-IC. M: progenitores macréfago-granulocito (CFU-G/CFU-
GM/CFU-M); E: progenitores eritroides (CFU-E/BFU-E); X: progenitores de linaje multiple
(CFU-GEMM).
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I1.4. Ensayo de largo término para células primitivas (LTC-IC).

El ensayo fue realizado en la modalidad bulk LTC (Fig. 2.2): se plaquearon =5.000 células
CD34+ (por duplicado en los casos donde fue suficiente la cantidad de células de la
muestra) en un volumen de 2mL de medio de cultivo de largo término (LTCM) (Myelocult
suplementado con hidrocortisona 10-¢M, Stem Cell Technologies). Se utilizaron placas de
cultivo p35 a las cuales se les realizé un pretratamiento con coldgeno (BD Biosciences)
para favorecer la adhesion de las feeder layers. Estas consistieron en una mezcla 1:1 de
lineas celulares de fibroblastos murinos (M2-10B4 IL-3, G-CSF y SI/SI IL-3, SCF),
productoras de hlIL-3, hSCF y hG-CSF (donadas por la empresa Stem Cell Technologies),
que fueron irradiadas a 80Gy previo a la siembra de la muestra. Una vez por semana se
cambié la mitad del medio por uno recién preparado. A las 6 semanas, se cosecharon las
células adherentes y no adherentes. Para ello, las células se recolectan en un un tubo, al
que se le van agregando las siguientes fracciones: luego de un lavado con PBS, se
levantaron las células adherentes con tripsina, seguido de un lavado adicional de la placa
con IMDM/RPM]I; las células se centrifugaron 7min a 1200rpm, se lavaron con 4mL de
IMDM/RPMI suplementado con 2% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Natocor, Cérdoba,
Argentina), y se resuspendieron en IMDM /RPMI 2% SFB para contabilizar células viables
en camara de Neubauer. Se plaquearon 20.000 células en metilcelulosa enriquecida
(Methocult H4435) para la realizacién del ensayo CFU (por duplicado). Al cabo de 14-18
dias de cultivo, se contaron las colonias al microscopio 6ptico, y se cosecharon las colonias
individuales o pooles de colonias para extraccion de ARNm (como se describié en la
seccidn I1.3)

Ensayos funcionales in vitro de largo término
Long-term culture initiating cell (LTC-IC), formato bulk

Feeder layer murina
M2-10B4 + SI/SI
(hIL-3, hG-CSF,hSCF)

%% 5000 CD34*

Cambio de la mitad del

I Cultivo 6 semanas
medio cada semana

Cosechar células y plaquear
ensayos clonogénicos en
metilcelulosa enriquecida

(14-18 dias)

Fig. 2.2. Esquema del protocolo utilizado para los ensayos funcionales de largo término para
células primitivas.
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I1.4.1 Cultivo de las lineas M2-10B4 y SI/SI.

Las células M2-10B4 IL-3, G-CSF fueron mantenidas en cultivo en botellas T75 en medio
RPMI suplementado con suero SFB 10%, a una densidad inicial de 2x105 células por
botella; las células SI/SI SCF, IL-3 fueron mantenidas en cultivo en botellas T75 en medio
DMEM alta glucosa (4500mg/L) suplementado con SFB 10%, a una densidad inicial de
4x105 células por botella. Para cada ensayo LTC-IC se descongelaron ambas lineas (viales
con menos de 10 pasajes), se seleccionaron con higromicina B (0,06 mg/mL para M2-10B4
y 0,125 mg/mL para SI/SI) y G418 (0,4 mg/mL para M2-10B4 y 0,8 mg/mL para SI/SI), y
se irradiaron 4x106 células de cada linea en 2,7mL de medio LTCM cada una, a 80Gy (la
irradiacion de las células fue realizada por el servicio de radioterapia del Instituto
Alexander Fleming, CABA, Argentina). Luego se combinaron ambas lineas en proporcién
1:1 y se plaquearon 3x105 células totales por placa p35, en 2mL de LTCM. Los cultivos se
iniciaron entre 1 y 7 dias post-irradiacién. La congelacion de las lineas fue realizada en
criotubos de 1,8mL conteniendo 2-4x106 células, en SFB conteniendo 10% DMSO.

Protocolo de coating con coldgeno de las placas para la adhesion de las feeder layers: diluir
la solucién de coldgeno (Collagen type I Rat Tail, Cat. 354236, BD Biosciences) en acido
acético 0,02N (C=50pg/mL); agregar 1-2mL a cada placa p35 (5ug/cm?); incubar 1h a TA;
aspirar la solucién remanente; enjuagar con 1mL de PBS; usar inmediatamente o secar al
aire. Se pueden guardar a 2-8°C hasta 1 semana.

IL.5. Extraccion de ARN y RT-qPCR para la deteccion de transcriptos BCR-
ABL1.

Se extrajo ARN total a partir de colonias individuales o pooles de colonias utilizando el kit
RNAqueous-Microkit (Ambion), siguiendo el protocolo del fabricante. El ARN fue eluido en
18uL de solucién de eluciéon a 75°C; sélo se utilizaron aquellas muestras con pureza
aceptable (Aze0/A2s0 = 1,7). Para la cuantificacién del ARNm de BCR-ABL1 en SP, se lisaron
los rojos mediante 3 lavados en buffer amonio (144mM NH4Cl, 10mM NH4HCO3) de 15min
cada uno, a TA con agitacidn suave. El ARN se extrajo con Trizol (Invitrogen), utilizando el
protocolo de recomendado por el fabricante, con las siguientes modificaciones: las células
fueron resuspendidas en Trizol y se dejo reposar a TA al menos 10min. En caso de no ser
procesadas en el momento, las muestras se almacenaron a -80°C hasta 1 mes. Se utilizaron
200pL de cloroformo por cada 1mL de Trizol. Luego de vortexear se dej6 reposar 10-
15min a TA. Las centrifugaciones fueron realizadas a 4°C. La fase acuosa fue recuperada a
un tubo nuevo, al que se agreg6 un volumen equivalente de isopropanol. Luego de mezclar
por inversion 5 veces, se dejé reposar 10min a TA. Luego de la precipitaciéon del ARN se
agreg6 1mL de EtOH 75% preparado en el dia, se mezcl6 por inversion y se guardé a -20°C
por 24hs para favorecer la precipitacion. Al dia siguiente se centrifugé en frio 2 veces, y se
eliminaron todos los restos de EtOH con micropipeta. La resuspension del ARN fue
realizada en H,O apirégena a TA. La calidad del material obtenida fue evaluada por los
cocientes Aze0/A280 y Az60/A230 medidos en Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).

El ARN fue sometido a retrotranscripcion con Superscript II (Invitrogen) y random primers
(Cf = 20ng/pL, Invitrogen), en volumen final de 25uL, segin el protocolo del fabricante. El
ADNc fue diluido al medio con agua al finalizar la reacciéon de retrotranscripcién, y
almacenado a -20°C. La qPCR fue realizada con primers (Invitrogen) (C=300nM c/u) y
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sondas (SIGMA Aldrich) (200nM) para BCR-ABL1 y ABL1 recomendados por el programa
Europe against cancer 968, La secuencia de los mismos estd detallada en el Anexo II. Se
utilizé el reactivo “Tagman Universal MasterMix II, no UNG” (Applied Biosystems). Se
realizaron curvas de calibracién para la cuantificacién absoluta y estimacién de la
eficiencia de reaccion mediante plasmidos conteniendo la secuencia del ADNc de BCR-
ABL1 y ABL1 (BCR-ABL pDNA calibrant; ERM certified reference material ERMAD623,
SIGMA).

Protocolo de qPCR (Tagman) para BCR-ABL1 y ABL1:

1x (L) Programa

MasterMix 2X 12,5 50°C 2min
Primer Fw 10uM 0,75 95°C 10min
Primer Rv 10pM 0,75 95°C 15seg

Sonda 10pM 05 | 60°C 1min | %20 ciclos
H20 5,5
ADNc 5
Vol. Final 25

Los resultados fueron armonizados a la escala internacional mediante un factor de
conversion calculado a partir de la estandarizaciéon con calibradores secundarios?’.
Algunos pacientes fueron monitoreados en otros centros, en ese caso los cocientes %BCR-
ABL1S fueron obtenidos directamente de sus registros. En el caso de muestras al
diagndstico, se realizo una PCR cualitativa a partir del ADNc. Se utilizé la enzima GoTaq
Flexi DNA polymerase (Promega).

Protocolo de PCR cualitativa para BCR-ABL1 y ABL1:

1x p210 (L) 1xABL1 (pL) Programa

Buffer Flexi 5X 4 4 94°C S5min
Primer Fw 10puM 1 1 94°C 30seg
Primer Rv 10pM 1 1 60°C 30seg | x 50 ciclos
dNTPs 10mM c/u 1 1 72°C 30seg
MgCl; 25mM 1,6 1,2 72°C 5min
H20 6,2 6,3
Taq pol.5U/pL 0,2 0,2
ADNc 5
Vol. Final 25

I1.6. Secuenciacion masiva de la fraccion de ARNs pequeiios
I1.6.1. Citometria de flujo y cell sorting.

Se marcaron células CD34+ o MNC con los siguientes anticuerpos (las cantidades indicadas
son por cada 1x106 células marcadas): 5pL CD45-PerCP (2D1, BD Biosciences), 2,5puL
CD34-FITC (AC136, Miltenyi Biotech), 2,5uL. CD38-PE (IB6, Miltenyi Biotech), y 15pL
CD26-APC (FR10-11G9, Miltenyi Biotech) en un volumen final acorde a la cantidad de
células marcadas (50uL cada 500.000 células) de buffer MACS, durante 15 minutos a
temperatura ambiente (TA). Las células fueron lavadas en 1mL de PBS y resuspendidas en
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2300 uL de PBS. Se utilizaron los citometros de flujo FACS Canto II o FACS Aria II (BD
Biosciences). En cada experimento se incluyé un control de isotipo, consistente en células
marcadas con 2,5ul. Mouse IgG2a-FITC, 2,5uL. Mouse IgG2a-PE y 15ul. Mouse IgG2a-
FITC (todos de Miltenyi Biotech) y con 5uL. CD45-PerCP, tal de establecer los cuadrantes
sobre la poblacién CD45!ew, En los casos de separacidn (sorting), se estableci6 un valor de
window extension = 0 para evitar la contaminacién con abortos electronicos, se utilizo el
nozzle de 70um y el parametro "pureza". Las células fueron recolectadas en condiciones
asépticas, directamente en 100uL de buffer de lisis para extracciéon de ARN, en tubos de
200pL libres de RNAsa, o en 100uL de metilcelulosa enriquecida (Methocult H4435
Medium, Stem Cell Technologies) para la evaluacién de pureza. Los datos de citometria de
flujo fueron analizados con el programa Flow]o.

El ARN conteniendo la fraccién de ARNs pequeiios fue obtenido mediante el protocolo
modificado del kit RNAaqueous (Ambion): al lisado se agregaron 125uL de EtOH 100%);
todo el contenido se traspasé a una columna, colocada en un tubo recolector. Se centrifugd
a maxima velocidad 1min y se realiz6 1 lavado con la solucién de lavado "1" (180 pL), y 2
lavados con solucién de lavado "2/3" (180 pL c/u). Se descarto el eluido, y se centrifugé
1min a maxima velocidad para eliminar el liquido remanente. Luego la columna se insert6
en un tubo recolector nuevo, libre de ARNasas, y se eluy6é dos veces con 9 pL de H,0
apirogena, precalentada a 75°C. El ARN fue guardado a -80°C hasta el momento de ser
utilizado. En el caso de evaluar la pureza de las fracciones sorteadas, 500 células fueron
recolectadas directamente en 250uL de Methocult, mezcladas inmediatamente y
transportadas en hielo hasta el laboratorio. Alli fueron pasadas a una placa p35 con el
agregado de 750uL de Methocult. El ensayo de cuantificacién de colonias y aislamiento de
ARN de estas fue realizado como se describi6 en el punto I1.3. En los experimentos en los
que se requiri6 la evaluacion de la calidad del ARN por bioanalyzer, se contrat6 el servicio
prestado por la Fundacioén Instituto Leloir.

I1.6.2. Concentracion del ARN proveniente de distintas muestras para la
secuenciacion masiva del miRnoma.

Las muestras fueron combinadas y congeladas a -80°C para ser transportadas en hielo
seco, donde se almacenaron a -80°C hasta el momento de ser utilizadas. Se descongelaron
en hielo y se concentraron por centrifugaciéon con vacio, en tandas de 20min, cuidando de
colocarlas en hielo de forma intermitente, para minimizar la degradacién del ARN. Para
evitar la degradacién del material por ARNasas, todas las partes accesibles de la centrifuga
fueron desinfectadas con EtOH 70°. Se resuspendieron en 7uL de agua apirégena estéril,
incubando 5min a 50°C. Luego se mezcl6 repetidas veces, suavemente, para resuspender
el material. Los pooles utilizados para la construccidn de la biblioteca fueron cuantificados
por Qubit 2.0. En el caso de las lineas celulares, se utiliz6 1pug de ARN para la construccion
de la biblioteca, mientras que para las muestras de pacientes y dadores sanos se utiliz6
todo el volumen disponible (<140ng para los pooles CD38- o CD38-/dim, y 210ng para el
pool CD38+).
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I1.6.3 Construccion de bibliotecas de ARNs pequefios para secuenciacion
masiva en HiSeq 2500 (Illumina).

Se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante (Truseq Small RNA, Illumina) (Fig.
2.3). El mismo se basa en la ligacidn selectiva de ARNs con extremos 3'OH y 5'P libres,
resultantes del procesamiento (clivaje) de precursores durante la biogénesis de ARNs
pequefios. Esta estrategia también incluye a otros ARNs pequefios, por €j. fragmentos de
ARNt, ARNs pequefios nucleolares (snoARNs), ARNs pequefios nucleares (snARNs); y
piwiARNSs (24-31nt).

Construccion de la biblioteca de ARNs pequeiios
(TruSeq Small RNA Illumina)

ARN total conteniendo a la fraccion de ARNs pequefios
’j‘:’/\\uu_"‘:“’
SN

1. Ligacién de adaptador 3' con T4 RNA ligasa 2
(deletion mutant) en ausencia de ATP

Adaptador 3'

2. Ligacion de adaptador 5' con T4 RNA ligasa
+ ATP

Adaptador 5' Adaptador 3'

l 3. Retrotranscripcion (Superscript II)

4. PCR con primer Fw universal y
primer Rv que incluye secuencia index (6pb)

5. Purificacion del producto de PCR

por PAGE (Novex 6% TBE)

-147pb (microARNs)
-157pb (piwiARNS)

Fig. 2.3. Esquema de los primeros pasos realizados para la construccion de la biblioteca de
ARNs pequenios.
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1. Ligacion de adaptadores adenilados al extremo 3’ (usando una T4 RNA ligasa 2, mutante
por delecién, que en ausencia de ATP impide la ligacion de ARNs pequefios entre si);
seguido del agregado de STOP solution;

2. Ligacién de adaptadores al extremo 5’ con T4 ARN ligasa en presencia de ATP;

3. Retrotranscripciéon con primers especificos que permiten enriquecer el producto de
reaccion en fragmentos con adaptadores en ambos extremos (Superscript RT II);

4. PCR que combina un primer Rv universal con un primer Fw conteniendo una secuencia
index de 6pb distinta a cada muestra, lo que permitié la multiplexacion durante la
secuenciacidn (15 ciclos);

5. Purificacion del producto de la biblioteca por electroforesis en gel de poliacrilamida 6%
(Novex TBE PAGE Gel): se sembro el total del producto de reacciéon de PCR (1 muestra por
calle). Luego de escindir con bisturi la regién del gel comprendida entre los marcadores de
peso molecular de 145 y 160 pb, se pasé el fragmento de gel a través de un tubo perforado,
por centrifugacion a 20.000xg 2min TA, y se dejo en agitacion O.N. a TA para liberar el
ADN del gel. Luego la solucién fue pasada a través de un filtro de 5pm.

6. Cuantificacion de las bibliotecas por qPCR (KAPA SYBR) utilizando primers
complementarios a los adaptadores de Illumina, y una curva estandar. Las bibliotecas
fueron almacenadas a -80°C hasta el momento de la corrida de secuenciacion.

7. Concentracidn por centrifugaciéon con vacio, y resuspensién en 1/3 del volumen original
para la generacion de clusters en la flow cell.

8. Secuenciacion: single-end. Se utiliz6 la plataforma Hi-Seq 2500 (Illumina).

I1.6.4. Analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion masiva del
miRnoma.

Se filtraron las lecturas de baja calidad y las secuencias contaminantes (adaptadores 3’, 5’,
indices). La identificacion de los microARNs conocidos fue realizada con la herramienta
Chimira%®. El calculo de expresion diferencial se realizé con GFOLD, con c=0,01 y
mapeando contra una base de datos de snoRNA/miRNA (HISAT2)70. La busqueda de
microARNSs novels fue realizada con miRDeep2 71. Se seleccionaron aquellos con score 1.
El andlisis in silico de los blancos y vias asociadas fue realizado con miRPath (Diana
tools)’2 y ChemiRs?3. Los parametros utilizados para la bisqueda en miRPath fueron:
"KEGG analysis", Tarbase (base de datos con interacciones experimentalmente validadas)
o microT-CDS en el caso de que no existiesen evidencias experimentales, "Pathway union",
"p-value threshold"=0,001, "MicroT threshold=0,8", "Enrichment analysis method= Fisher's
exact test (hypergeometric distribution), "FDR correction" (Benjamini & Hochberg),
"Conservative stats". El alineamiento multiple de la secuencia del novel-3 y las de miR-
1839 encontradas en otras especies fue realizado con CLUSTAL OMEGA. Las
intersecciones entre listados de microARNs fueron realizadas con el software R (v.3.4.0),
mediante la funcién intersect. Se consultaron las bases de datos miRIAD74, miRBase y Gene
(NCBI) para la caracterizaciéon genémica de los microARNs.
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I1.7. Deteccion del punto de ruptura BCR-ABL1 por secuenciacion masiva.
I1.7.1 Preparacion de muestras para la generacion de bibliotecas

Se extrajo ADN de alta calidad (DNAzol, Thermo Fisher Scientific) a partir de muestras de
SP o MO al diagnéstico. Se realizé6 una PCR multiplex long-range con =500ng de ADN
genémico, utilizando 4 sets de primers Rv y un primer Fw hibridando en el exén 13 o 14,
segun el rearreglo BCR-ABL1, con modificaciones a partir del método publicado por Ross
et al 75. Las secuencias de los primers se encuentran en el Anexo IlI. Las condiciones de PCR
para cada reaccién multiplex fueron:

1xSetA,B,D 1xSetC [final]

Agua () 4,075 uL 5,075 uL 25 uL
Buffer sin MgCl, 5 uL 5 uL -
PCR 1,25 pL 1,25 pL -
NucleotideMix
Primers 10 uM 1 pL c/u 1 pLc/u 400 nM
DMSO 0,375 uL 0,375 pL 1,5%
Enzima 5U/uL 0,3 uL 0,3 uL 1,5U
MgCl; 25 mM 3 uL 3 uL 3 mM
ADNg (100ng/nl) 5uL 5uL 500 ng

La enzima utilizada para la PCR long range fue la Expand™ long range dNTP pack (Roche).
El ciclado utilizado (de aproximadamente 7hs de duracién) consistié en:

95°C 2min

94°C 20seg 10
66°C 30seg ciclos
68°C 10min

94°C 20seg 95
66°C 40seg ciclos
68°C | 10min +10seg/ciclo

68°C 9min 1 ciclo

El producto de PCR fue purificado a partir de un gel de agarosa 0,6%. El producto de la
purificacién fue cuantificado y utilizado para la generacién de bibliotecas, segin las
instrucciones del fabricante. En Ion torrent PGM (Thermo Fisher Scientific): fragmentacion
con lon Shear Plus Reagents, purificaciéon con Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter),
agregado de adaptadores e indices con Ion Xpress Plus Fragment Library Kit. Las
bibliotecas fueron cuantificadas por qPCR. Finalmente, las muestras fueron preparadas
para PCR en emulsion, enriquecidas con lon PGM Template OT2 200 Kit, y secuenciadas en
un Ion 318TM Chip v2 con lon PGM Sequencing 200 Kit v2. En MiSeq (Illlumina):
tagmentacion (Amplicon tagment mix), amplificacién y unién de adaptadores e indices
(Nextera PCR Master mix), purificacion de la biblioteca de tamafio 6ptimo (AMPure XP
beads), normalizaciéon y pooleado de las muestras. Finalmente, las bibliotecas fueron
secuenciadas en MiSeq (Illumina).
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I1.7.2. Andlisis bioinformatico de los datos de secuenciacién masiva para la
identificacion del punto de fusién BCR-ABL1.

a) Datos de Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific)

Las lecturas fueron alineadas usando el Subjunc aligner, incluido en el paquete
Subread (v1.5.0-p3) 76 y el genoma humano de referencia (versiéon hg19, UCSC). Los
procesos de sorteado e indexado fueron realizados con Picard (v1.119)
(http://broadinstitute.github.io/picard). Los puntos de fusién fueron localizados con
CREST (Clipping Reveals Structure, v0.0.1)77 y los resultados se verificaron por inspeccion
visual de las lecturas alineadas a la regién de la translocacién (Integrative Genomics
Viewer, IGV) (Fig. 2.4).

BCR (chromosome 22) ABL1 (chromosome 9)

— . | — e — — e —

——— “‘35"115“-_ jj

Fig. 2.4. Visualizacion de las lecturas provenientes de la secuenciacion masiva del amplicon
correspondiente al punto de fusién BCR-ABL1 para la muestra N22. Cada fila es una lectura
alineada al genoma de referencia. Se observa el punto de fusibn como una zona de
disminucién abrupta en la cantidad de lecturas.

b) Datos de MiSeq (Illumina)

Se realiz6 un filtrado de las lecturas de baja calidad y de contaminantes (Fastx-Toolkit,
FastQC), seguido de pareado de las lecturas paired-end (Phyton script), mapeo y
procesamiento de lecturas (BWA, GATK, Picard, Samtools) usando el genoma de referencia
GRCh38. Los sitios de ruptura fueron detectados mediante el algoritmo Breakdancer?s, y
los resultados se verificaron por inspeccién visual de las lecturas alineadas a la regién de
la translocacién (IGV).

Finalmente, tanto para los datos de lon Torrent como de MiSeq, se us6 el algoritmo
Blast2Seq contra las secuencias de referencia ABLI y BCR para poder identificar cada
segmento, y se disefiaron primers especificos con el software Primer3plus’® (sintetizados
por Genbiotech o Invitrogen).

I1.7.3. Deteccion de células BCR-ABL1+* en la fraccion primitiva a nivel de ADN
gendémico.

La secuencia correspondiente al punto de fusiéon paciente-especifico se utilizé para el
diseno de primers para PCR. Los cultivos para células primitivas y progenitoras fueron
realizados como se describe en las secciones [1.4 y I1.5. Se extrajeron colonias individuales
de la metilcelulosa (con micropipeta p20 fijada en 5uL, utilizando tips con filtro) y se
colocaron en 50 pL de: buffer GoTaqFlexi PCR (Promega, USA), NP-40 0,5%, Tween-20
0,5%, y proteinasa K 0,91 mg/mL, incubadas 1h a 60°C + 15 minutos a 95°C. Se us6 un
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10% del volumen final para la primera ronda de PCR. El producto de ésta se diluy6 10 a
1000 veces para la segunda ronda de PCR. Los productos fueron evaluados por
electroforesis en gel de agarosa 2%. En aquellos casos en los que el peso molecular del
producto no se alineaba exactamente con el control positivo, se secuencié el producto de
PCR por Sanger (Macrogen, Estados Unidos).

N351yIll  MP59201yll N381 N3811 N221yll
dNTPs 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2 mM
Primer Fw 0,5 uM 0,5 uM 0,5 uM 0,3uM 0,5 uM
Prime Rv 0,5 uM 0,5 uM 0,5 uM. 0,3 uM 0,5 uM
MgCl. 2mM 1,5mM 1,5mM 1,2mM 1,5 mM
TaqPol 0,0625U/pL  0,025U/pL  0,025U/pL 0,025 U/pL 0,025 U/pL
Temp. ann. 60°C 60 60 63 59°C/57°C
No. ciclos 35 35 35 35 35
B-RAF B-RAF (qPCR)
(cualitativa)
dNTPs 0,5 mM PowerUp SYBR Green 1X
Mastermix (ABI)*
Primer 0,5 uM Primer Fw 800nM
Fw
Prime 0,5 uM Primer Rv 800nM
Rv

MgCi2 2 mM

TaqPol  0,0625 U/uL

Temp. 57°C/ 35 Programa 50°C 2min + 95°C 2min +

ann./No. (95°C 15seg + 57°C 1min)
ciclos x40

*Segun los datos del fabricante, la concentraciéon de Mg2* en la mix puede variar entre 4,76-6,44mM.
I1.8. Cuantificacion de la expresion de microARNs por stem-loop RT-qPCR.

Se utilizé6 un protocolo modificado a partir del desarrollado por Chen et al, basado en la
retrotranscripcidon (RT) utilizando primers stem-loop especificos8), seguida de reacciones
individuales de qPCR en presencia del agente intercalante fluorescente SYBR Green,
utilizando un primer Fw especifico de microARN, en combinaciéon con un primer Rv
universal que hibrida con la regién constante del primer stem-loop (Fig. 2.5). La RT fue
realizada en 2 reacciones multiplex (M1 y M2). En paralelo se utiliz6 la misma cantidad de
ARN para retrotranscribir el ARN pequefio snARN U6, utilizado como gen de referencia
durante la cuantificacién posterior. Las concentraciones finales en la reaccion de RT
(volumen final= 20pul) fueron: dNTPs 0,25mM (Invitrogen o INBIO Highway); DTT 10mM
(Invitrogen); Superscript Il 2,5U/pL (Invitrogen); RNASEout 0,2U/uL (Invitrogen); stem-
loop primer 0,05pM (de cada uno) o random primers (para snARN U6) 0,01pg/pL
(Invitrogen). EI ARN fue incubado con H,Od y dNTPs durante 5min a 65°C, seguido de
1min en hielo; luego de realizar un spin, se agregaron los componentes restantes de
reaccién y se incubaron: 30min 16°C + (30seg 30°C + 30seg 42°C + 1seg 50°C) x 40 + 5min
85°C. El ADNc fue diluido al medio con H;0d y guardado a -20°C hasta su utilizacién. Para
la qPCR, se utilizaron 2pL de ADNc diluido por reaccion, en presencia de primer Fw
0,05uM; primer Rv universal 0,05pM y SYBR Green (PowerUp SYBR Green MasterMix,
Applied Biosystems; segun los datos del fabricante, la concentracién de Mg?+ en la mix
puede variar entre 4,76-6,44mM). El programa de qPCR consisti6 en 2min 50°C + 2min
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95°C + (15seg 95°C + 1min 60°C) x50. Se utiliz6 el equipo Rotor-Gene Q (Qiagen). Todas
las determinaciones fueron seguidas por una curva de melting para evaluar la
especificidad de la reaccién (Fig. 2.6), y fueron realizadas por duplicado en corridas
separadas. En aquellos casos donde los duplicados diferian en Ct>2 entre corridas, se
realizaron triplicados. Los cdlculos de eficiencia de amplificacion fueron realizados
mediante curvas de masa para la RT, mediante la férmula [107(-1/m)]-1, siendo m la
pendiente de la curva de masa.

A B
miRNA Stem-loop RT primer Forward
VT Uil Ul Tl
Reverse
Stem-loop RT Sybrgreen |
oS C
I TTITIIT
Forward
e e T AT
orwanr
NI % Rerorse
h
Reverse UPL probe #21

Fig. 2.5. Esquema de la estrategia de RT-qPCR de microARNs utilizando un primer stem-loop
especifico durante la retrotranscripcion, y un primer Rv universal, complementario a la
region del stem-loop, junto con un primer Fw es especifico de cada microARN, para la qPCR.
La deteccién fue realizada por SYBR Green. Extraido de 8°
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Fig. 2.6. Promedio de la temperatura de melting detectada para todos los microARNs
evaludos, y para snARN U6, a partir de los datos provenientes de dos lineas celulares y una
muestra de paciente
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I1.9. Andlisis estadistico y construccion de graficos y figuras.

Se utilizaron los programas GraphPad Prism 6, Microsoft Excel 2007, Inkscape 0.92 y
Benchling para la realizacion de graficos, e Infostat v.2018e (Cérdoba, Argentina) para el
analisis estadistico. Cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad y/o
homocedasticidad de los datos, se modelé la varianza (funcién Varldent) en caso de
realizar un test paramétrico (ANOVA, modelos lineales mixtos), o se analizaron los datos
con tests no paramétricos (Mann-Whitney U o Kruskal Wallis). En el caso de los datos de
cuantificacién de los niveles de microARNs por RT-qPCR, la variable analizada fue dCT=
(Ct microARN X - Ct snARN U6). Se ingres6 la variable "Poblaciéon” (LMC LSC, LMC HSC,
LMC progenitores, DS HSC, DS Progenitores) como factor fijo, y la variable "Muestra",
correspondiente a la identificaciéon de cada paciente o dador sano, como factor de
correlacion (simetria compuesta). Se model6é la varianza con la funcién Varldent,
utilizando la variable "Poblacién”. Se control6 el false discovery rate multiplicando el
valor p obtenido en la prueba global por el nimero de variables analizadas sobre el
mismo set de datos (8 microARNSs). Las comparaciones a posteriori fueron realizadas con
la férmula DCG8L.
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RESULTADOS

Capitulo III. Evaluacién de la carga leucémica como biomarcador de respuesta al
tratamiento con ITK en la fraccién primitiva y progenitora de pacientes con LMC

II1.1. Introduccion

El sistema hematopoyético es un continuo de células con fenotipo y propiedades que
varian desde las mas primitivas hasta los estadios diferenciados. Dada la insuficiencia de
marcadores fenotipicos y la heterogeneidad funcional de las distintas poblaciones que
componen el sistema hematopoyético, la utilizacién de ensayos funcionales indirectos y
retrospectivos, descriptos por primera vez hace mas de 30 afios, contintia siendo esencial
para su estudio.

Los ensayos de cultivo de largo término de células iniciadoras (LTC-IC) y de corto
término de unidades formadoras de colonias (CFU) son ensayos funcionales in vitro que
permiten, de forma retrospectiva, cuantificar células de la fraccién primitiva y progenitora
comisionada a linaje, respectivamente. Ambos miden dos pardmetros de importancia para
el estudio de estas poblaciones: capacidad proliferativa (estimada por el nimero de
células producidas) y potencial de diferenciaciéon (estimado por el nimero de linajes
diferentes representados en la progenie)82. El ensayo de LTC-IC se basa en la premisa de
que las células mas primitivas (que incluyen a las HSC) requieren de un gran nimero de
divisiones celulares (>15, aproximadamente 5 semanas in vitro) antes de poder producir
una progenie de células diferenciadas; en cambio, los progenitores comprometidos a linaje
requieren de s6lo 5-10 divisiones (2-3 semanas in vitro) para diferenciarsesz.

Las condiciones que permiten el crecimiento de las fracciones de células primitivas y
progenitoras también varian. Los factores de crecimiento requeridos por las células
progenitoras comisionadas a linaje son conocidos y producidos como proteinas
recombinantes; en cambio para la fraccion de células primitivas ain no esta estandarizada
una Unica condicién experimental, por lo tanto, existen varios protocolos para el ensayo
LTC-IC.

Con el objetivo de evaluar si la dindmica de estas poblaciones varia en pacientes al
diagndstico y bajo tratamiento con ITK, se realizaron ambos ensayos en muestras de SP o
MO de pacientes con LMC. Nuestra hipotesis es que el nivel de carga leucémica en la
fraccién primitiva es un indicador de la respuesta al tratamiento.

II1.2. Pacientes incluidos en el estudio y puesta a punto del ensayo

Los pacientes incluidos en esta etapa del proyecto (N=38) fueron clasificados segin se
encontraban al diagndstico, previo inicio del tratamiento con ITK, o en tratamiento con 1ra
o 2da]inea de ITK. A su vez, los pacientes en tratamiento fueron clasificados segiin su RM
en SP (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio

Al diagnéstico RM10-RM20 RM3.0-RM5.0

(N=12) (N=13) (N=13)
Edad (afios)
Mediana 49 62 67
Rango 18-79 36-74 28-75
Género F/M 5/7 2/11 6/7
Score Sokal -no. casos
Bajo 4* 5 5*
Intermedio 5* 4 5*
Alto 2% 4 2*
ITK -no. casos
Imatinib n/a 13 9
Nilotinib 12 linea n/a 0 3
Nilotinib 2da linea n/a 0 1
Tiempo de tratamiento con ITK (meses)
Mediana n/a 6 18
Rango n/a 3-9 6-85

Al diagnéstico: antes de iniciar el tratamiento con ITK; RM: Respuesta molecular en SP; n/a:
no aplicable, *:1 dato faltante

Los ensayos CFU para progenitores comprometidos a linaje fueron realizados en
metilcelulosa enriquecida en factores de crecimiento. La utilizacion de un medio
semisolido permitié cuantificar el nimero de progenitores iniciales en la muestra, y
diferenciar el linaje de la progenie (ver Materiales y métodos).

Los ensayos LTC-IC para células primitivas fueron realizados con feeder layers murinas,
secretoras de hiL-3 (human Interleukin-3), hSCF (human Stem cell factor) y hG-CSF (human
Granulocyte Colony Stimulating Factor) (ver Materiales y métodos). La duracién del ensayo
fue de 6 semanas. En la bibliografia se encuentran reportes de este ensayo con duracion
variable, entre 5 y 8 semanas83; se selecciono este tiempo para poder detectar una fracciéon
primitiva en un tiempo adecuado para el trabajo experimental.

En primer lugar, comparamos la capacidad proliferativa, en ensayos de corto y largo
término entre pacientes con distinta RM en SP. En los ensayos CFU la capacidad
proliferativa se estimd a partir del nimero de colonias totales, mientras que en ensayos
LTC-IC se tom6 como estimador al aumento de células durante el cultivo de 6 semanas, ya
que esta variable present6 menor coeficiente de variacion entre réplicas provenientes del
mismo paciente en comparacién con el numero total de colonias. En ensayos CFU la
capacidad proliferativa fue similar entre los grupos (p>0,05, ANOVA), mientras que en
ensayos LTC-IC fue menor en las muestras al diagnostico y en RM1.0 (p<0,05, ANOVA,
comparaciones a posteriori) (Fig. 3.1).
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Fig. 3.1. Comparacién en la capacidad proliferativa en ensayos CFU y LTC-IC de muestras de
pacientes al diagnéstico (RM 0) o bajo tratamiento con ITK, con distinto nivel de RM en SP.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05, ANOVA,
comparaciones a posteriori).

Por otro lado, se observd que la capacidad de diferenciacién, estimada a través de la
proporcion de los distintos linajes en el ensayo clonogénico, fue diferente en ambos
ensayos. Por un lado, en ensayos CFU, se observé una mayor proporciéon de progenitores
eritroides (BFU-E/CFU-E) y una menor proporcién de progenitores de tipo
macroéfago/granulocito (CFU-G/CFU-M/CFU-GM) en muestras de pacientes al diagndstico
en comparaciéon con las provenientes de pacientes bajo tratamiento con ITK (Fig. 3.2,
prueba Kruskal Wallis, p<0,05). En ensayos de largo término, la proporcién de los
distintos tipos de colonias fue similar para todos los grupos (Fig. 3.2, prueba Kruskal
Wallis, p>0,05).
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Fig. 3.2. Proporcion de cada tipo de colonia en ensayos CFU y LTC-IC, en muestras de
pacientes al diagndstico (RM 0) o bajo tratamiento con ITK, con distinto nivel de RM en SP.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (*=p<0,05, prueba
Kruskal Wallis).
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Por otro lado, se observé una mayor proporciéon de colonias del linaje eritroide en
ensayos CFU (media=22%, SD=13%) vs. LTC-IC (media=2%, SD=3%) (Fig. 3.3, p<0,05,
prueba Mann-Whitney U), lo que sugiere que las condiciones experimentales del cultivo de
largo término desfavorecen el mantenimiento y proliferacién de células de este linaje (Fig.
3.3).

%BFU-E/CFU-E
4]
<

Fig. 3.3. Proporcién de colonias del linaje eritroide en ensayos CFU y LTC-IC, combinando
muestras al diagndstico y bajo tratamiento con ITK. *=p<0,05, prueba Mann-Whitney U.

Con el objetivo de evaluar la proporcion del clon leucémico en la fraccion de células
primitivas y progenitoras, se puso a punto la metodologia de deteccién del ARNm de BCR-
ABL1 en las colonias provenientes de los ensayos de corto y largo término. En primer
lugar, se evaluaron distintos métodos de extraccion de ARN a partir de colonias
individuales, resultando mas adecuado un micrométodo basado en columna, que el
método tradicional de separacion de fases (Trizol), en cuanto a calidad del material
obtenido (Fig. 3.4, A-C).

Utilizando una muestra de un paciente al diagnostico, en la cual esperabamos una alta
frecuencia de células leucémicas, observamos que las colonias individuales provenientes
de ensayos LTC-IC expresaban menores niveles de ARNm BCR-ABL1 (%BCR-ABL1/ABL1:
media + SD= 0,2%+0,3%, n=15) en comparacién con aquellas provenientes de ensayos
CFU (%BCR-ABL1/ABLI1: media * SD= 32%%24%, n=7), y una menor proporcién de
colonias BCR-ABL1+ (33% vs. 100%). Por lo tanto, con el objetivo de aumentar la
sensibilidad del ensayo, se realiz6 un ensayo LTC-IC, a partir del cual las colonias
obtenidas fueron procesadas individualmente o en combinaciones (pooles) de 4-6 colonias
previo a la extracciéon de ARN. El ensayo se realizé a partir de una muestra de MO de un
paciente bajo tratamiento con ITK por 9 meses. En el caso de los pooles de colonias, se
obtuvo un mayor rendimiento de ARN, y una mayor proporcién de muestras con buena
calidad, evaluada por la relaciéon de absorbancia 260nm vs. 230nm (Fig. 3.4, D-F). Esto
permitié aumentar la sensibilidad del ensayo, al evaluar un mayor nimero de colonias (a
través de pooles) por paciente, y al obtener un mayor nimero de copias del gen control
ABL1 (Fig. 3.4, G). A su vez, una muestra de SP del mismo paciente fue utilizada para un
ensayo LTC-IC, y las colonias fueron procesadas como pooles. Los resultados obtenidos
fueron similares a lo observado para las colonias provenientes de MO (Fig. 3.4, D-G).
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Fig 3.4. Comparacién de rendimiento y calidad entre dos métodos de extraccién de ARN a
partir de colonias individuales (A, B, C). Comparacion del rendimiento y calidad del ARN
obtenido utilizando micrométodo a partir de colonias individuales y pooles de colonias de
MO, y a partir de pooles de colonias de SP (D, E, F). El nimero de copias de ABL1 en pooles de
colonias de MO y SP fue en promedio 8,5 veces mayor al detectado en colonias individuales de

MO (G).
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II1.3. Evaluacion de la carga leucémica en pacientes con LMC al diagndstico y
durante el tratamiento con ITK

Para comparar el nivel de carga leucémica en las fracciones primitivas y progenitoras
entre los distintos grupos de pacientes, se calculé la mediana del cociente %BCR-
ABL1/ABL1 de las colonias individuales (sélo en el caso de los ensayos CFU al diagndstico)
o de los pooles de colonias pertenecientes al mismo paciente. De ahora en mas, y a lo largo
del capitulo 111, se simplificara la terminologia y se hablara siempre de "colonias" en vez de
"pooles de colonias" o "colonias individuales". En pacientes al diagndstico, previo
tratamiento con ITK, los niveles de carga leucémica fueron significativamente menores en
ensayos LTC-IC vs. CFU (media+SD: 6,3%+13,2% vs. 52,4%+21,5% respectivamente,
prueba Mann-Whitney U, p<0,05). Por otro lado, la variabilidad en la carga leucémica
entre pacientes fue mayor en la fraccién primitiva que la progenitora, siendo que la
primera abarcé un rango de mas de 2-log (Fig. 3.5, A).

La carga leucémica en ambas fracciones fue sucesivamente menor en muestras
provenientes de pacientes bajo tratamiento con ITK por 3, 6 0 212 meses (Fig. 3.5, B-D).
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Fig 3.5. Niveles de carga leucémica en ensayos LTC-IC o CFU, al diagndstico y durante el
tratamiento con ITK. Cada punto corresponde a la mediana de %BCR-ABL1/ABL1 de las
colonias provenientes de un paciente individual. Los valores de mediana = 0 fueron asignados
como 0,001%, correspondiente al limite tedrico para deteccién de BCR-ABL1/ABL1 por RT-
qPCR. *= p<0,05; prueba Mann-Whitney U.
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Al considerar el porcentaje de colonias que expresan ARNm BCR-ABLI,
independientemente de los niveles de expresion de cada una, se observd que, una vez
iniciado el tratamiento, para el mismo nivel de RM en SP, los niveles de carga leucémica
eran mayores en la fraccién primitiva, en comparacién con la progenitora (Fig. 3.6). Este
patron concuerda con las caracteristicas de dicha fraccidn, cuyas células son poco
proliferativas, de modo que requeririan mas tiempo de exposiciéon a ITK que las células
progenitoras, para agotar el reservorio.
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Fig. 3.6. Porcentaje de colonias BCR-ABL1+ por paciente, en funcion del nivel de RM en SP.
"RM 0" corresponde a muestras de pacientes al diagndstico, sin tratamiento con ITK.

II1.4. Comparacion de la carga leucémica en pacientes con distinta respuesta clinica
al tratamiento con ITK

Segun las guias de tratamiento, la reduccién temprana de la carga de transcriptos
BCR-ABL1 en SP y/o del porcentaje de metafases con cromosoma Ph (Ph+) en MO, esta
asociada a una respuesta 6ptima al tratamiento con ITK en primera linea, mientras que
aquellos que responden de manera mas lenta son categorizados como "advertencia"; los
pacientes que no muestran respuesta alguna desde el inicio son categorizados como "falla"
al tratamiento (ver Introduccién, tabla 1.1)24. Aunque la mayoria de los pacientes logran
mantener una RM adecuada a lo largo del tiempo, se estima que a los 5 afios de
tratamiento con IM, hasta un 50% de ellos puede desarrollar resistencia, intolerancia o
progresion de la enfermedad, requiriendo el cambio a un ITK de segunda linea, o
trasplante de células precursoras hematopoyéticas en el caso de progresion!’. En este
contexto, es de interés la posibilidad de contar con marcadores prondsticos adicionales
que puedan separar grupos con diferente riesgo de presentar una respuesta inadecuada al
tratamiento. Bajo la hipotesis de que la carga leucémica en la fracciéon primitiva y/o
progenitora puede ser un biomarcador de respuesta al tratamiento, comparamos los
niveles de carga leucémica entre grupos de pacientes categorizados como de respuesta
"optima" o "advertencia/falla", hasta un seguimiento de 12 meses de tratamiento con ITK
(tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Valores de los pardmetros clinicos evaluados (hasta los 12 meses de tratamiento)
para la clasificacion de los pacientes en categorias de respuesta al tratamiento con ITK 14
linea segun la European Leukemia Net. Se listan sélo aquellos pacientes cuyas muestras
fueron recibidas hasta los 12 meses de tratamiento (inclusive). RM = respuesta molecular;
Ph+: porcentaje de metafases con presencia del cromosoma Ph. N/A= no aplicable; ND= no

determinado
Respuesta a ITK 12 linea. Categoria "6ptima”
Codigo RM (3 RM (6 RM (12 Rotaciéon aITK  Intolerancia Progre-
paciente meses) meses) meses) 2dalinea alTK sion
N35 <10% <1% <0,1% No No No
N42 <10% <1% <0,1% No No No
N14 <10% <1% <0,1% No No No
N23 <10% <1% <0,1% No No No
N31 <10% <1% <0,1% No No No
N10 <10% <1% <0,1% No No No
N18 <10% <1% <0,1% No No No
N14 <10% <1% <0,1% No No No
LSC18 <10% <1% <0,1% No No No
Respuesta a ITK 12 linea. Categoria "Advertencia”/"Falla"
RM (3 RM (6 RM (12 Rotacion aITK  Intoleranc  Progre-
meses) meses) meses) 2dalinea iaaITK sion
LSC10 >10% 21% >0,1% Si (>12 meses) St No
N13 >10% 21% N/A Sf (<12 meses) ND ND
N28 >10% 21% N/A Si (9 meses) ND No
(25% Ph+)
N1 <10% N/A (0% N/A Si (9 meses) St No
(25% Ph+a Ph+alos5
los 2 meses) meses)
N8 <10% 21% (en el N/A Si (11 meses) No Si (antes
limite) dela
rotacion)
N29 <10% <1% (10% ND Si (26 meses) No No
(100% Ph+) Ph+)
N22 <10% <1% (6% <0,1% No No No
Ph+)

Los datos de carga leucémica fueron analizados de dos maneras:
a) considerando la mediana de %BCR-ABL1/ABL1 de las colonias de cada paciente;

b) comparando los valores de %BCR-ABL1/ABL1 de cada colonia en cada grupo, sin
diferenciar entre pacientes
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Fig. 3.7. Comparacién de la carga leucémica en la fraccion primitiva mediante ensayos LTC-
IC con muestras provenientes de pacientes al diagndstico, previo tratamiento (A-B) o a los 6
meses de tratamiento con ITK 14 linea (C-D). *=p<0,05; A/F = "advertencia/falla"

Al diagnoéstico no detectamos diferencias estadisticamente significativas en la fracciéon de
células primitivas entre pacientes con respuesta 6ptima y advertencia/falla, con ambos
métodos (Fig. 3.7, A: p>0,05, prueba Mann-Whitney U; B: p>0,05, ANOVA).

A los 6 meses de tratamiento se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de respuesta, siendo mas alta la carga leucémica en el grupo
"advertencia/falla" (p<0,05, prueba Mann-Whitney U) (Fig. 3.7, C-D).

Aunque seria conveniente contar con mas muestras en cada grupo, los resultados sugieren
que, a los 6 meses de tratamiento, la carga leucémica en la fraccién de células primitivas
correlaciona con lo que ocurre a nivel sistémico, ya que en 4 de los 5 casos, los signos de
alarma se evidenciaron a los 6 meses, ya sea en su RM en SP (N28), o en la respuesta
citogenética en MO (N29, N22) o por signos de intolerancia al tratamiento (N1). Sélo el
caso N8 resulté dudoso, ya que la RM a los 6 meses fue de 1,6%, muy cercana al limite
(1%), y dada la variabilidad intrinseca del método (CV=17-30%, segin el nivel de RM), es
un dato no concluyente. A su vez, a los 8 meses de tratamiento, su RM habia disminuido a
0,8%, sugiriendo que podria categorizarse como respuesta éptima. Sin embargo, en ese
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momento presentd progresion (sarcoma granulocitico), que pudo ser tratado de manera
exitosa mediante radioterapia.

Respecto a la carga leucémica en células progenitoras al diagndstico, ésta fue mayor en el
grupo de pacientes de respuesta "6ptima” vs aquellos categorizados como de respuesta
"advertencia/falla", considerando a las colonias individuales (Fig. 3.8, B; p<0,05, ANOVA).
Esta tendencia se observd analizando las medianas por paciente, aunque las diferencias no
resultaron estadisticamente significativas (Fig. 3.8, A; p>0,05, prueba Mann-Whitney U).

A los 6 meses, no contabamos con datos suficientes para sacar conclusiones firmes. Se
observd una tendencia a una mayor carga leucémica en el grupo de pacientes con peor
respuesta (Fig. 3.8, C-D).
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Fig. 3.8. Comparacién de la carga leucémica en la fraccion progenitora mediante ensayos
CFU con muestras provenientes de pacientes al diagndstico, previo tratamiento (A-B) o a los
6 meses de tratamiento con ITK 14 linea (C-D). *=p<0,05; A/F = "advertencia/falla”
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II1.5. Deteccion de LSC basada en la amplificacion del punto de fusion BCR-
ABL1 a nivel de ADN gendémico.

Considerando a las LSC como responsables de la persistencia de la enfermedad en
pacientes bajo tratamiento prolongado con ITK, resulta de especial interés su deteccién en
pacientes con RM profunda, buscando responder las siguientes preguntas:

-;existen distintos niveles de LSC residuales en estos pacientes?

-Si es asi, ;correlacionan con la capacidad de discontinuar el tratamiento en forma
segura?

En la mayoria de los pacientes con respuesta RM4.0-RM5.0 no pudimos detectar colonias
positivas para BCR-ABL1 en el ensayo de células primitivas (Tabla 3.3). Dado que la
metodologia empleada dependia de los niveles de expresion de BCR-ABL1, nos propusimos
desarrollar una metodologia que nos permita cuantificar las LSC a nivel de ADN genémico
(ADNg), basada en la deteccién del punto de fusion de cada paciente.

Tabla 3.3. Porcentaje de pacientes con al menos una colonia positiva para el ARNm BCR-
ABL1.

LTC-IC de 6 semanas
Respuesta molecular en SP

(BCR-ABL1+)
RM? (sin tratamiento) 100% (8/8)
RM10-RM30 84% (16/19)
RM40-RM5-0 20% (1/5)

IIL.5.1. Puesta a punto de la secuenciaciéon del punto de ruptura BCR-ABL1 a
nivel genémico

Los sitios de ruptura genémica que llevan a la formacién del gen quimera BRC-ABL1 se
pueden localizar a lo largo de una region de ~3kpb en BCR (intrén 13 o intrén 14), y una
region de ~140kpb en ABL1 (intrén 1) (Fig. 3.9). Por lo tanto, cada paciente posee, a nivel
gendémico, un punto de ruptura especifico, el cual es necesario conocer para el disefio de
primers para PCR.

Con el objetivo de secuenciar el punto de ruptura de cada paciente, se utilizo la
metodologia de secuenciacién masiva dirigida, a partir de amplicones. Para la obtencion
de los amplicones se utiliz6 una estrategia descripta en bibliografia’s, basada en una PCR
long-range. Esta utiliza un primer forward que hibrida en el exén 13 o 14 de BCR (segtn el
rearreglo sea b2a2 o b3a2, respectivamente), y 19 primers reverse que se distribuyen a lo
largo del intrén 1 de ABL1, cada aproximadamente 500pb (exceptuando un primer, que
hibrida en el intrén 3 de ABL1), divididos en 4 reacciones multiplex (Fig. 3.9, Anexo II). El
tamafo del producto de PCR es desconocido; en nuestro caso, las muestras que pudieron
ser exitosamente secuenciadas dieron productos de PCR de longitud promedio 4078pb
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(rango: 770-8000pb). La banda obtenida se purific6 del gel y se utilizé6 para la
construccién de la biblioteca para secuenciacion masiva (ver Materiales y métodos).

BCR(NG_009244.1RefSeqGene)

L

Exon1 2 34 5.8 9-12 131516 17-23

R —— H-HHH+ —tt
138Kbp

ABL1(NG_012034.1RefSeqGene)

1c 1b 1d 1a 2c 2b 2d 2a 3c 3a 3d 3b 4c 4b 4a 4d S5a 5d 5b
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174Kbp N v ! N

- »

Intronl: 140Kbp
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Fig. 3.9. Descripcion de la estrategia de PCR long-range multiplex para la amplificacién del
punto de ruptura BCR-ABL1 a nivel gendmico. Se indican las posiciones relativas de los
primers reverse en ABL1 pertenecientes a cada set (A, B, C, D), y los primers forward en los
exones 13 o 14 de BCR. Modificado de 84

Se utilizaron dos plataformas de secuenciaciéon: Ion Torrent PGM (Thermo Fisher
Scientific) y MiSeq (Illumina). Las mismas difieren en sus caracteristicas, y en el protocolo
de construccién de la biblioteca (Tabla 3.4):

Tabla 3.4. Caracteristicas de las metodologias de secuenciaciéon masiva empleadas para la
deteccion del punto de ruptura BCR-ABL1 en ADN gendmico. *=tamario medio de las lecturas
obtenidas en la corrida; el tamario tedrico esperado era de 400pb.

Ion Torrent PGM MiSeq
Quimica de Cambio de pH Nucleétidos bloqueados 3' reversibles
deteccion fluorescentes + imaging
Amplificacion PCR en emulsion PCR puente
Tamaiio de las 170pb*(single-end) 2 x 250pb (paired-end)
lecturas
Errores Regiones Sub-representacion de regiones ricas en
sistematicos homopoliméricas G-C 0 A-T

La primera corrida se realiz6 en la plataforma lon Torrent PGM. La mayoria de los
algoritmos bioinformaticos disponibles para la deteccién de variantes estructurales
utilizan, a partir de las lecturas provenientes de ambos extremos de una secuencia (disefio
paired-end), la discordancia en distancia y/o orientaciéon (Fig. 3.10). Sin embargo, la
secuenciacion en la plataforma lon Torrent PGM es single-end. Por ello, se utilizo el
algoritmo CREST (Clipping REveals STructure)”?, el cual permite la utilizacién de lecturas
provenientes de secuenciaciones single-end, basandose en la premisa de que, si se cuenta
con lecturas lo suficientemente largas (275pb), una lectura proveniente de una variante
estructural tendra una parte que alinea con una regién del genoma, y otra parte de la
lectura que alinea con otra regiéon del genoma. Realizando una combinacién de las
porciones de lecturas no alineadas, se puede alinear nuevamente ese ensamble al genoma
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de referencia, e identificar la regiéon genémica translocada (Fig. 3.10). De las 9 muestras
secuenciadas, 3 no pasaron el control de calidad, y se logr6 obtener la secuencia de 4
pacientes y 2 lineas celulares.

A. Lecturas paired-end discordantes (Breakdancer)
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las coordenadas de la translocacion
Fig. 3.10. Estrategias bioinformdticas para la identificacion de translocaciones con datos
provenientes de secuenciacion masiva. A: método con el que se analizaron los datos
provenientes de la secuenciacién en MiSeq (Illumina); B: método con el que se analizaron los
datos provenientes de lon Torrent PGM. Modificado de 85.

La segunda corrida se realiz6 en la plataforma MiSeq. En este caso fue posible probar una
mayor variedad de algoritmos bioinformaticos, ya que la secuenciacidn fue paired-end. Se
utilizé el algoritmo BreakDancer’8, el cual se basa en la discordancia entre lecturas
provenientes de la misma secuencia, como se explicd previamente (Fig. 3.10). En este caso
se logré obtener el punto de fusion de 17/19 muestras de pacientes, y de 2 lineas
celulares. Ademas, 8 de las 21 secuencias fueron obtenidas automaticamente.

Las secuencias obtenidas de las lineas celulares (K562 y MEG-01) coincidieron con las
reportadas en bibliografias¢. Cinco muestras de pacientes habian sido previamente
caracterizadas por otro método en la Academia Nacional de Medicina (PCR inversa de
larga distancia), y 4/5 coincidieron en la secuencia obtenida por ambos métodos. El caso
discordante fue secuenciado por Ion Torrent y MiSeq; se trata de un caso atipico, ya que el
analisis por lon Torrent arroj6 dos tipos de rearreglos, diferentes del resultado obtenido
por MiSeq. El paciente present6 resistencia a ITK de 1r linea, y ain no se ha podido
verificar la secuencia mediante primers especificos.

I11.5.2. Deteccién de la carga leucémica en la fraccion primitiva a nivel de
ADN genémico.

Se seleccionaron cuatro pacientes para el disefio de primers especificos, y la
deteccién del clon leucémico en la fraccién primitiva (Tabla 3.5, Fig. 3.11, Anexo II). Los
sitios de ruptura del cromosoma se correspondieron con lo esperado segun la isoforma del
ARNm en los 4 casos. En el caso MP5920 se detectd una inversion de 75pb de ABL1 en el
sitio de ruptura, la cual también fue detectada por la metodologia empleada en la
Academia Nacional de Medicina. En el caso N22 se detecté el punto de ruptura en el exén
14 (Fig. 3.11). Dado lo atipico de este caso, la secuencia fue verificada por la metodologia
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de Sanger. Segun lo reportado en bibliografia, en estos casos el ex6n resulta eliminado del
transcripto maduro por el proceso de corte y empalmes.

Tabla 3.5. Caracteristicas de los pacientes para los cuales se realizé el ensayo de
deteccién de células BCR-ABL1+ a nivel de ADNg en la fraccidn de células primitivas.

Céodigo Edad Sokal Isoforma Set de primers Plataforma de
al Dx ARNm PCR long range secuenciacion
N22 66 Intermedio b2a2 BCRB2F - Set B Ion Torrent
N38 31 Alto b3a2 BCRB3F - Set B MiSeq
N35 24 Intermedio b3a2 BCRB3F - Set C MiSeq
MP5920 33 Bajo b2a2 BCRB2F - Set B Ion Torrenty MiSeq
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N22 lon Torrent (207 bp)

TGGTTGATTTTGAAGCAGAGTTAGCTTGTCACCTGCCTCCCTTTCCCGGGACAACAGAAGCTGACCTCTTTGGTCTCTTGCGCAGATGATGAGTCTCCGGGG!
ACCAACTAAAACTTCGTCTCAATCGAACAGTGGACGGAGGGAAAGGGCCCTGTTGTCT TCOACTGGAGAAMCCAGAGAACGCGTCTACTACTCAGAGGCCCCT
BCR intron 13 BCR exon 14

20 49 60 60 109

TGGGTTTCTGAATGTCATCGTCCCGT TAAMAGATGCATATGATAAAATC TATAGTAGCAGAGT TATAGCTAATGAGCCAACAACAATAAMAAGT TGGGATA
ACCCAAAGACTTACAGTAGCAGGGCAATTTCTACGTATACTATTTTAGATATCATCGTCTCAATATCGATTACTCGGTTGTTGTTATTTTTCAACCCTAT
% BCR exon 14 > ABL1 intron 1b

118 120 130 140 15¢ 160 179 180 199 200

N38 Illlumina (187 bp)

GTGTGGGETCCAAGCCAGGAGGGCTGTCAGCAGTGCACCTTCACCCCACAGCAGAGCAGATTTGGETGCTCTGTCGAGCTGGATGGATACTACTTTTTTTTITCCTTT
CACACCCCAGGTTCGGTCCTCCCGACAGTCGTCACGTGGAAGTGEGETGTCGTCTCGTCTAAACCGACGAGACAGC TCGACCTACCTATGATGAAAAAAAAAGGAAA
| BCR intron 14 »%

n 48 (] 0] 188

CCTAAATCCATAGAGAAGGAAAACTAAAACAATTTTGTTACCATTTGT TTGGCTCAAGCATCTGGTAGATCCTTCAGTTC
GOATTTAGGTATCTCTTCCTTTTGAT TTTGT TAAAACAAT GGTAAACAAACCGAGTTCGTAGACCATCTAGGAAGT CAAI

) ABL1 intron la >

128 14@ 168 188

N35 lllumina (147 bp)

CCARACTTGTTCCTCTTATGTCCTGTCCCTTTGAGGGGCACCACCATCCACCCGCGTGGECAAGCCAGARALCGTGGTCTGAATTTACCTGGCCTCTGTAGTTTGTG
GGTTTGAACAAGGAGAATACAGGACAGGGAAACTCCCCGTGGTGETAGGTGEGCGCACCGGTTCGGTCTTTGGCACCAGACTTAAATGGACCGGAGACATCAAACAC
| ABL1 intron 1b »E

BCR intron 14 >

8 48 68 & 188
ARATTCCAAGAAGAGACATTATTTTAGAGAGATACTAGGT
TTTAAGGTTCTTCTCTGTAATAAAATCTCTCTATGATCCA

i ABL1 intron 1b >

129 14@

MP5920 Illumina (251 bp)

CCTGAGTGGCTGCTGCTGGGTGGT T GAGGAGATGCACGGCTTCTGTTCCTAGTCACAAGGCTGCAGCAGACGCTCCTCAGATGLTCTGTGCCTARACAAACARACAA
GEACTCACCOACGACGACCCACCAACTCCTCTACGTGCCGAAGACAAGGATCAGTGTTCCGACGTCGTCTGCGAGGAGTCTACGAGACACGGATTTGTTTGTTTGTT

| BCR -intron 13 >

FL] 4@ ] B 12
AAACAAACAAAAAACAACAACGTGATCCCCACCCCCATTTAGTGTACATTGGTTTGETAGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTTTTGAGAGAGTCTCGCTCTGTCACCCA
TITGTTTGTTTTTTGTTGTTGCACTAGGGGTGGGGGTAAATCACATGTAACCAAACCATCAAACAAACAAACAAACAARAAAACTCTCTCAGAGCGAGACAGTGGGT

ABL1 intrén la e
ABL1 -inversién intrén la

128 149 160 188 288
GGCTGGAGTATAGTGGCGTGATCTCGECTCCCTGCAA
CCGACCTCATATCACCGCACTAGAGCCGAGGGACGTT

= ABL1 intrén la >

220 230 248 250

Fig. 3.11. Secuencias del punto de ruptura BCR-ABL1 de los casos seleccionados para

evaluacion de la fraccion primitiva a nivel de ADNg.

Se utilizaron células CD34+ de SP como iniciadoras de un ensayo LTC-IC de 6

semanas; en algunos casos se realizé también un ensayo CFU. Se utilizé la muestra N22
para realizar la puesta a punto del ensayo. Se evaluaron distintos métodos de screening a

partir de las colonias provenientes de dichos ensayos:
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-extraccion de ADNg por columna a partir de pooles de colonias, seguido de qPCR
(un método analogo al utilizado para la deteccion de ARNm en ensayos LTC-IC);

-lisados obtenidos a partir de colonias individuales, sin un paso de extraccion de
ADNg, sometidos a qPCR;

-lisados obtenidos a partir de colonias individuales, sin un paso de extraccién de
ADNg, sometidos a PCR nested/semi-nested.

La calidad del material fue evaluada por amplificacién de un gen independiente (B-
RAF). Se utiliz6 como control positivo de amplificacién de BCR-ABL1, ADNg extraido al
diagnéstico, y como control negativo, una regiéon de la metilcelulosa circundante a las
colonias.

En primer lugar, dado que la motivacién para realizar este ensayo radicaba en la
baja capacidad de deteccion a nivel de ARNm, se comparé el porcentaje de pooles de
colonias BCR-ABL1 positivas mediante la deteccion de ARNm vs. ADNg. Los resultados
obtenidos sugirieron una mejora en la sensibilidad mediante la detecci6én a nivel de ADNg
por PCR punto final, ya que el 100% de los pooles de colonias analizados resultaron
positivos vs. un 60-67% por ARNm, tanto en ensayos de corto como largo término (Tabla
3.6). A su vez, los pooles que resultaron positivos para el ARNm de BCR-ABL1 presentaron
valores cercanos al limite de deteccién, sugiriendo que en pacientes con RM mas profunda
la cuantificaciéon del ARNm no seria posible (como se vio en la seccién anterior).

Tabla 3.6. Comparacion de la capacidad de deteccién de pooles de colonias positivas para
BCR-ABL1 a nivel de ADNg (PCR punto final) y ARNm. Entre paréntesis se indica el valor
promedio del Ct para los pooles positivos.

Ensayo LTC-ICN22 9m
ADNg ARNm
No. pooles positivos BCR-ABL1 3/3 2/3 (Ct=38,8)

Ensayo CFU, N22 12m
ADNg ARNm
No. pooles positivos BCR-ABL1 5/5 3/5 (Ct=40,1)

Con el objetivo de simplificar el método de screening, se puso a punto la PCR
directa a partir de colonias individuales. El método consiste en lisar las colonias en un
buffer con detergente y proteinasa K, mediante calentamiento (ver Materiales y métodos).
Una parte del lisado (1/10 del volumen) fue utilizada como molde de la PCR. Se compar6
la capacidad de deteccion de la qPCR vs. PCR nested/semi-nested. En estas condiciones, la
amplificacidén por PCR nested mejoré la sensibilidad del ensayo en comparacién con qPCR
(Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Comparacion de la capacidad de deteccion de colonias positivas para BCR-ABL1 a
nivel de ADNg entre qPCR y PCR nested.

Ensayo CFU, N22 6m
gPCR PCR nested
No. lisados positivos BCR-ABL1 4/9 9/9
No. lisados positivos B-RAF 9/9
Ensayo LTC-IC,N22 18m
gPCR PCR nested
No. lisados positivos BCR-ABL1  0/20 5/20
No. lisados positivos B-RAF 20/20

Se observo que para la deteccion de B-RAF fue suficiente con la metodologia de
gPCR o PCR tradicional (1 ronda), ain en lisados individuales. Descartamos que esta
diferencia se deba a la eficiencia de amplificacion, ya que la misma, estimada por qPCR, fue
similar para ambos genes (Fig. 3.12). Sin embargo, la sensibilidad fue menor para BCR-
ABL1, ya que los puntos mas diluidos resultaron indetectables, mientras que en B-RAF, una
de las réplicas levanté en Ct=36,1 mientras que la otra resultd indetectable. En estas
condiciones, el rango detectable fue de 20pg-20ng para BCR-ABL1 y de 2pg-20ng para B-
RAF.

Caso N22
40+
n

35
O 304
25

20 Ll L) L) L) 1

0 1 2 3 4 5

Log [ADN] (pg)
-~ Ct BCR-ABL1 (Ef=0,90)
- CtB-RAF (Ef=0,88)

Fig. 3.12. Curvas de eficiencia para la amplificacion por qPCR de BCR-ABL1 y B-RAF a
nivel de ADNg genémico con una muestra al diagndstico del caso N22.

Cabe notar que esta curva se realizé con una muestra de MO al diagndstico, en la
cual el porcentaje de células BCR-ABL1+ no tiene que ser necesariamente el 100%,
mientras que si deberian ser todas portadoras de dos alelos de B-RAF. Consideramos sin
embargo que éste no es el factor mas importante para explicar la diferencia en la
sensibilidad, ya que los valores de Ct obtenidos por qPCR a partir de colonias (en las cuales
se espera que el 100% de las células tengan el mismo genotipo) dieron resultados en el
mismo sentido: los valores de Ct para BCR-ABL1 fueron mayores que para B-RAF (ACt
promedio = 4,7).
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La metodologia de PCR directa nested o semi-nested sobre lisados de colonias
individuales fue aplicada al screening de pacientes en RM 4.0, 4.5 y 5.0, es decir, con
respuestas mas profundas. La sensibilidad del ensayo paciente-especifico fue verificada
mediante curvas de masa, utilizando una muestra de cada paciente al diagnoéstico, siendo
la minima cantidad detectada por PCR nested/semi-nested de 200pg (N38) y 20pg (N35)
(Fig. 3.13). En el caso de MP5920, el ensayo no fue 6ptimo ya que se detectaron productos
inespecificos al analizar lisados individuales, y baja sensibilidad (2ng). Dado que se trata
de una muestra de ingreso reciente, préximamente diseflaremos nuevos primers para
poder mejorar la especificidad y sensibilidad.

Se observo una disminucién en la frecuencia de colonias leucémicas en los
pacientes con menor nivel de enfermedad residual (Tabla 3.8). Dado que el limite de
deteccidn del método esta determinado por el nimero de colonias analizadas, concluimos
que en pacientes con RM profunda (RM 4.5-RM5.0) es necesario aumentar el nimero total
de colonias analizadas.

PCR I PCR II

20ng 2ng 0,2ng 20pg 2pg c- M 0,2ng 20pg 2pg C- M

N38

S B so0pb
N 400pb

¢ W 200pb

% 100pb

PCR I

PCRII
20ng 2ng 0,2ng 20pg 2pg c- M M 0,2ng 20pg 2pg c-
ko Y
. s00pb
N35 k 400pb
209pb - 300pb
200pb 5p0pH
W 100pb 400pb
300pb
\ 20000
.
- < " 100pb
: — — 103pb

Fig. 3.13. Evaluacién de la sensibilidad del método de PCR nested/semi-nested para la
deteccién del punto de fusion de N38 y N35. Se utilizé como molde una muestra de ADN
genomico extraido al diagndstico, previo tratamiento con ITK.
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Tabla 3.8. Cuantificacion de la carga leucémica en la fraccién primitiva a nivel de ADNg.

Tiempo de ITK Respuesta Tiempo de Lisados BCR-
tratamiento molecular  sostenimiento ABL* (%)
con ITK de ultima RM
(afios)
N22 1,5 Imatinib RM 3.0 26 meses 5/20 (25%)
N38 1,6 Nilotinib RM 4.0 >7 meses 2/20 (10%)
N35 1,7 Dasatinib RM 4.5 8 meses 1/19 (5%)
(pendiente de
secuenciacion)
MP5920 3,7 Imatinib RM 5.0 >2 afios 0/20 (0%)

indetectable (RM4.5-RM5.0)

I11.6. Conclusiones parciales y comentarios

A continuacién, se discuten las principales conclusiones extraidas a partir de los
resultados de esta primera parte:

1) Las células primitivas provenientes de pacientes al diagndstico presentan menor
capacidad de mantenimiento a largo plazo en cultivos in vitro, sugiriendo una disminucién
en su capacidad de autorrenovacién. No se detectaron diferencias en la capacidad
proliferativa de células progenitoras.

Los ensayos clonogénicos de corto término (CFU) son utilizados ampliamente no s6lo en el
campo de la investigaciéon biomédica sino también para evaluar la capacidad proliferativa
de células progenitoras criopreservadas, como es el caso de los bancos de células de
cordéon umbilical. La capacidad de formar colonias en este ensayo es uno de los
parametros a tener en cuenta al momento de evaluar si una muestra es apta o no como
fuente para un trasplante de células precursoras hematopoyéticas. En nuestros ensayos
CFU no detectamos diferencias en la capacidad proliferativa de la fracciéon de células
progenitoras entre pacientes al diagnéstico y bajo tratamiento con ITK. Este resultado nos
llamé la atencidn ya que los pacientes al diagndstico se caracterizan por tener una alta
proliferaciéon de células del linaje mieloide. Una posible explicacidon es que el ensayo, al
restringir la superficie de crecimiento (los ensayos fueron realizados en placas p35),
imponga una cota superior en el nimero total de colonias observadas. Otra posibilidad es
que las condiciones de crecimiento requeridas por las células progenitoras leucémicas no
sean las mismas que las requeridas por células progenitoras normales, para las cuales se
ha desarrollado este ensayo.

En cambio, en ensayos de largo término (LTC-IC) se observé una menor capacidad
proliferativa de las células provenientes de pacientes al diagndstico y en RM 1.0 (Fig. 3.1).
Este ensayo se basa en la premisa de que las células primitivas pueden sobrevivir
multiples divisiones celulares y ain no agotarse, mientras que las células mas
diferenciadas agotarian su ciclo de vida a lo largo de las 6 semanas de cultivo. Dado que en
pacientes al diagnéstico y RM 1.0 la carga leucémica es mayor que en aquellos con mayor
tiempo de tratamiento (Fig. 3.6), este resultado sugiere que la capacidad de
autorrenovacién estaria disminuida en la fraccidén de células primitivas leucémicas. Esta
observacién estd de acuerdo con lo reportado por Udomsakdi et al, trabajo en el que se
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realizaron ensayos LTC-IC con muestras de LMC al diagnéstico y de donantes sanos,
detectandose una menor capacidad proliferativa en las primeras8’”. En estudios mas
recientes, donde se caracteriz6 el patréon de expresion génica de células primitivas de
pacientes con LMC y donantes sanos88, se observéd una menor distancia fenotipica entre las
células primitivas leucémicas y sus contrapartes mas diferenciadas, que entre las células
primitivas normales y sus contrapartes mas diferenciadas. Es decir, las células primitivas
leucémicas tendrian menor "stemness" o caracteristicas de células madre. Este fen6meno
es de interés para la evaluacion de lo que ocurre in vivo en los pacientes: si las células
primitivas leucémicas requieren menos ciclos de replicacion para agotarse en
comparacion con las células primitivas normales, implicaria que la eliminacién completa
del clon leucémico es tedricamente factible. Esta hipotesis concuerda con la observacion
extraida de ensayos de discontinuacion de ITK, en los que se detecté a la variable "tiempo
de duracion de la RM profunda” como factor prondstico de la posibilidad de mantener el
TFR®°.

2) El compartimiento de células primitivas y progenitoras responde al tratamiento
con ITK in vivo, siendo que la carga leucémica, estimada a través de ensayos funcionales in
vitro, disminuye a lo largo del tiempo.

La disminucién de la fraccion de células primitivas a lo largo del tratamiento contrasta con
los resultados provenientes de ensayos in vitro, en los que se observo que células de la
fraccién primitiva de pacientes al diagnoéstico, a pesar de estar tratadas con ITK, podian
crecer en presencia y ausencia de factores de crecimientos!. Esto podria deberse a
componentes extrinsecos no considerados en los ensayos in vitro, y/o a que los tiempos de
exposicion a ITK en los ensayos in vitro son muy breves (en general 24-72hs).

3) La dindmica de la fraccién de células primitivas una vez iniciado el tratamiento
correlaciona con la respuesta observada en células mds diferenciadas de SP y MO, siendo que
aquellos casos de menor respuesta al tratamiento con ITK también presentaron una menor
disminucion relativa de los niveles de carga leucémica en la fraccion primitiva a los 6 meses
de tratamiento.

El ensayo utilizado para la deteccion de células primitivas tiene como principal limitacién
que requiere mucho tiempo para evaluar el resultado (>2 meses). Esto implica que su
aplicacion como complemento del monitoreo de los pacientes seria complejo,
especialmente dada la observacién de que los signos de alarma aparecen durante los
primeros meses de tratamiento. Sin embargo, los resultados contribuyen a comprender la
biologia de la enfermedad, ya que sugieren que lo que ocurre en el compartimiento de
células primitivas refleja (u origina) lo que ocurre en la fraccion de células mas
diferenciadas.

4) La carga leucémica en la fraccién de células progenitoras al diagndstico fue mayor
en pacientes con mejor respuesta al tratamiento con ITK.

Dado que son pocos casos los que pudimos evaluar, hacen falta mas pacientes para poder
sacar conclusiones generales sobre los patrones observados. Cabe notar que, alin siendo
una cohorte pequeiia, la proporcién de casos categorizados como advertencia/falla fue de
7/16 (44%) (Tabla 3.2). Los resultados obtenidos podrian interpretarse preliminarmente
tal que, al diagndstico, aquellos pacientes con mayores niveles de carga leucémica tendrian
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mayor dependencia con la actividad quinasa de BCR-ABL1, y por lo tanto serian mas
susceptibles al tratamiento con ITK. Por el contrario, en aquellos pacientes con menores
niveles de carga leucémica, las células leucémicas serian menos dependientes de la
actividad quinasa de BCR-ABL1, y por lo tanto menos susceptibles al tratamiento con ITK.
En un estudio reciente se observé que, en una cohorte de 29 pacientes, los 3 casos que
presentaron menores niveles de transcriptos BCR-ABL1 en SP al diagnéstico, luego
presentaron fracaso del tratamiento (2/3) o signos de advertencia (1/3). En dicho trabajo
también se realizé FISH en las muestras al diagnostico, y 2 de los 3 casos presentaron casi
un 100% de células Ph* (1 de los casos fue "no analizable"), indicando que los bajos niveles
de ARNm BCR-ABL1 no eran debidos a una menor frecuencia del clon leucémico2.

5) La sensibilidad de la metodologia empleada para la deteccion de células
primitivas leucémicas a nivel de ARNm no fue suficiente para aquellos pacientes bajo
tratamiento prolongado con ITK; requiriendo del desarrollo de nuevos métodos de screening.
Fue posible secuenciar el punto de fusion BCR-ABL1 a nivel de ADNg de forma exitosa en 20
muestras de pacientes, permitiendo el disefio de primers paciente-especificos.

El objetivo de esta parte del proyecto fue desarrollar una metodologia para la deteccién de
LSC en pacientes bajo tratamiento con ITK, que no dependa de los niveles de expresién de
BCR-ABL1, ya que éstos pueden verse disminuidos por la presiéon ejercida por el
tratamiento, seleccionando clones menos sensibles a los ITK%. Por otro lado, el ARN es
mas susceptible de ser degradado que el ADN y requiere de cuidados especiales para su
almacenamiento. La secuenciacion del punto de ruptura especifico de cada paciente nos
permitié disefiar primers para evaluar las colonias obtenidas en ensayos LTC-IC mediante
una PCR directa. La ventaja de la PCR directa radica en un ahorro sustancial de costos, ya
que evita la necesidad de usar kits comerciales para extraccion de ADNg a partir de
muestras poco abundantes (como es el caso de colonias individuales o pooles de colonias).
Por otro lado, la amplificacién que otorgé la PCR nested o semi-nested mejor6 la capacidad
de deteccion del método en comparacién con la metodologia de qPCR. Desconocemos los
motivos de la baja sensibilidad de la qPCR para BCR-ABL1 a nivel de ADNg, ya que la
eficiencia del ensayo fue comparable a la de B-RAF.

La principal limitaciéon de la metodologia es la necesidad de optimizar el ensayo de PCR
nested para cada paciente. A su vez, la regiéon genémica correspondiente al punto de fusion
estd enriquecida en regiones repetidas, secuencias palindrémicas, regiones de micro-
homologia, y bajo contenido de GC en ABLI, que dificultan el disefio de primers y la
optimizacion de una PCR de alta sensibilidad y especificidads.

6) La deteccién de células de la fraccion primitiva a nivel de ADNg mejord la
capacidad de deteccion del método en comparacién con la deteccion del ARNm, permitiendo
el screening de pacientes en RM3.0, RM4.0 y RM4.5.

Consideramos a los resultados obtenidos como una prueba de concepto de que la
deteccion de LSC mediante ensayos funcionales en pacientes con RM profunda, a nivel de
ADNg, es factible. Con la optimizaciéon adecuada para cada paciente y un aumento en el
numero de colonias totales evaluadas, creemos que seria posible aplicar esta metodologia
a pacientes candidatos a discontinuacion de ITK. Con el objetivo de evitar un aumento
sustancial de costos y trabajo, se podria realizar la recoleccion de mds colonias
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individuales, pero que sean inicialmente evaluadas en pooles. Conservando el material
original perteneciente a dichos lisados, el objetivo seria identificar pooles con al menos
una colonia positiva, que luego podrian ser reevaluados, repitiendo la PCR con las colonias
individuales por separado. Mediante este método se podrian mantener las condiciones
que ya fueron optimizadas.
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Capitulo IV. Caracterizacion y validacion del miRNoma de LSC y HSC de pacientes
con LMC al diagnéstico.

IV. 1. Introduccién

La caracterizacién a nivel molecular de la fraccién de células primitivas presentes en
pacientes con LMC ha cobrado gran interés a partir de las evidencias que muestran su
resistencia a los efectos pro-apoptdticos del tratamiento con ITKs505354, e incluso la
seleccion de una subpoblaciéon quiescente, de baja expresiéon de BCR-ABL1, durante el
tratamiento prolongados591. Con el objetivo de encontrar marcadores especificos de esta
poblacion, se han logrado grandes avances mediante el estudio de la expresién diferencial
de genes por microarrays y RT-qPCR, los cuales han descripto:

-expresion aberrante de un conjunto de marcadores de superficie: CD26, CD25, IL-
1RAP, CD9, CD33, CD36, CD44, CD52, CD90, CD105,CD114,CD117, CD123, CD164, CD184,
ROBO4, NPD(C192-94;

-sobreexpresion de genes involucrados en ciclo celular y proliferacion,
procesamiento de ARNm, traduccién, reparacién de dafio al ADN, metabolismo oxidativo,
procesamiento de proteinas, respuesta inmune y procesos metab6licos?3;

-subexpresion de genes asociados a matriz extracelular, superficie celular,
programas de diferenciacién y desarrollo, respuesta a estimulos, vias de sefalizaciéon de
TGF-B (Transforming growth factor beta) y BMP (Bone morphogenetic proteins)93;

-un perfil transcripcional correspondiente a células mas diferenciadas que sus
contrapartes normales, con capacidad defectuosa de adhesién y migraciéon in vitro,
subexpresidn de factores de transcripcion y moléculas involucradas en el mantenimiento
de la multipotencia, sugiriendo una pérdida de quiescenciass;

-dependencia alterada de la sefializacion via MYC/TP53 a través de la
caracterizacién del proteoma®s.

Este tipo de abordajes tienen como principal desafio la descripcion de marcadores o
procesos bioldgicos que no sean compartidos por sus contrapartes normales, buscando
minimizar los potenciales efectos tdxicos de nuevas combinaciones terapéuticas. A su vez,
el compartimiento definido como LSC es heterogéneo y de baja frecuencia?97.

La fraccién de células primitivas, conteniendo a las HSC y LSC, corresponde a la poblacion
Lin'CD34+CD38-. Entre los marcadores de superficie descriptos como diferencialmente
expresados en LSC de LMC (Fig. 4.1), CD26 resulta de especial interés por su ausencia en el
compartimiento normal y en otras patologias del sistema hematopoyético. Se trata de una
peptidasa de membrana (DPPIV, dipeptidilpeptidasa-1V) capaz degradar al factor
quimiotactico SDF-1 involucrado en el reclutamiento de células CXCR4+a MO%.
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Fig. 4.1. Expresién relativa de marcadores de superficie medidos en la poblacién de LSC de
MO de pacientes con LMC al diagndstico y en MO de dadores sanos. Extraido de 97.

Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre los procesos biolégicos que ocurren
diferencialmente en la poblacion de LSC, hemos realizado una caracterizaciéon del
miRnoma por secuenciacién masiva. Para ello se compararon LSC de pacientes con LMC al
diagnostico con su contraparte normal presente en pacientes y en dadores sanos (DS).

IV. 2. Puesta a punto del aislamiento de la fracciéon de LSC y HSC de pacientes
con LMC al diagndstico

Con el objetivo de estudiar el miRNoma de las HSCs y LSCs, fue necesario poner a punto su
aislamiento a partir de muestras de pacientes con LMC. Para ello se utilizé6 separacion
celular basada en citometria de flujo (FACS sorting), combinando la expresién de los
marcadores reportados en bibliografia. Mientras que en el trabajo de Janssen et al
utilizaron los niveles de intensidad de fluorescencia media de los parametros CD45, CD34,
FSC y SSC para distinguir a ambas poblaciones®, en el trabajo de Herrmann et al
describieron al marcador CD26 como exclusivo de la fracciéon de LSC, correlacionando con
la presencia del cromosoma Ph* y con los niveles de ARNm de BCR-ABL1 al diagnostico%4.
En nuestras manos, cualquiera de las dos estrategias por separado no resulté en una clara
distincion entre HSC y LSC en todos los casos evaluados, resultando muy subjetiva la
definicién de las poblaciones. Sin embargo, con la combinacién de ambas estrategias
obtuvimos una separacion eficiente, teniendo en cuenta las siguientes consideraciones:

-La linea de corte para el marcador CD38 debe ser rigurosamente establecida utilizando
un control de isotipo, sobre la poblaciéon de células CD45lw. Esto evita la
contaminacién con células progenitoras CD38dim, las cuales expresan CD26 de forma
indistinta con respecto a la presencia del cromosoma Ph-.

-No todos los pacientes presentan ambas poblaciones al diagnéstico. Se observaron 3
patrones (Fig. 4.2), que concuerdan parcialmente con los descriptos en bibliografia®°.
En aquellos pacientes con perfil 3, se observé la expresiéon de BCR-ABL1
independientemente del nivel de expresion de CD26.
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Fig. 4.2. Se muestran distribuciones representativas de los 3 perfiles observados en los
pacientes al diagndstico por citometria de flujo, con respecto a la proporcién de las

poblaciones CD26 y CD26*.

-El parametro window extension, presente en el citometro de flujo, debe ser fijado a 0.

Esto evita que los abortos electrénicos contaminen las poblaciones aisladas.

El esquema de seleccion final se muestra en la figura 4.3. Las poblaciones fueron definidas

como:

-HSC: CD45low, CD34+, CD38-, CD26". Dentro de las CD34+CD38-, se comportan como

CD45!ow, CD34low, FSClow, SSClow

-LSC: CD45lw, CD34+, CD38-, CD26*. Dentro de las CD34+CD38-, se comportan como
CD45high) CD34high) FSChigh, SSChigh

68



SSC-A

SSC-A
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muestras de SP o MO de pacientes con LMC al diagndstico.

La pureza de las fracciones y la capacidad progenitora de las poblaciones aisladas fueron
evaluadas mediante ensayos para progenitores (CFU), iniciados con células que fueron
directamente recolectadas en el medio semisélido. A los 14-18 dias, las colonias fueron
extraidas (en pooles de 3-6 colonias) para la determinacién de los niveles del ARNm BCR-
ABL1 por RT-qPCR. Se obtuvieron pooles 100% BCR-ABLI1* en la fraccién CD26+* de
pacientes con perfil 1y 3,y 100% BCR-ABL1-en la fraccién CD26- de pacientes con perfil 1
y 2. En el caso del perfil 3, las poblaciones CD26- y CD26* no se distinguian claramente, y
ambas expresaban BCR-ABL1 (Fig. 4.4). En estos pacientes so6lo se utiliz6 la fraccién CD26+

en los ensayos subsiguientes.
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Fig. 4.4. Pureza de las fracciones obtenidas por citometria de flujo, medida
retrospectivamente mediante cuantificacion del ARNm BCR-ABL1 en ensayos CFU post-
sorting.

La fraccion de células primitivas se encuentra en el apice del linaje hematopoyético, por lo
tanto, su frecuencia es muy baja (mediana: 0,08% en MNC de SP de pacientes LMC al
diagndstico, n=9). Dado el bajo rendimiento por muestra (mediana: 479, rango: 22-9899
eventos), fue necesario optimizar la recoleccién, extraccién y concentracién de ARN
conteniendo la fraccion de ARN pequefios (<200nt). Se compararon 3 métodos de
extraccion de ARN (miRVana, RNAaqueous kit, RNAaqueous kit con modificacién para
conservacion de la fraccion de ARNs pequeiios), y la preservacion de la fraccion de ARNs
pequefios se evalu6 mediante bioanalyzer. Se seleccioné el kit RNAaqueous con el
protocolo modificado para la conservacion de ARNs pequefios dado que el ARN obtenido
fue de buena calidad, conservando la fraccién de ARNs pequefios, y permitiendo eluir en
un volumen menor que el método de miRVana (18uL vs 100uL) (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5. Cromatograma de la corrida en Bioanalyzer (chip para ARN total Nano kit) de ARN
total mediante el protocolo de miRVana, RNAaqueous-micro kit tradicional o modificado
para la conservacién de ARNs pequeiios. Se indica con un circulo rojo la fraccion de ARNs
pequerios.

Se compararon las plataformas de secuenciacion masiva disponibles (lon Torrent e
[llumina Hi-seq); seleccionamos la plataforma de Illumina dado que requeria una menor
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masa de ARN inicial (>100ng vs. >500ng), y porque la plataforma de Ion torrent presenta
mayor tasa de errores sistematicos (asociados a regiones con homopolimeros)100.101,

La cuantificacién del ARN obtenido en las muestras individuales no fue posible ni por
espectrofotometria (Nanodrop) ni por fluorescencia (Qubit), dado el bajo rendimiento
individual por muestra. En consecuencia, se decidi6 realizar pooles de muestras para
poder reunir la masa de ARN necesaria para la construccién de bibliotecas para
secuenciacion masiva.

Por otro lado, el protocolo requeria no s6lo una masa minima, sino una concentracion
minima de ARN (20ng/uL). Se optimiz6 entonces un protocolo para la concentracién de
ARN en los pooles de muestras. Para ello, una misma muestra fue dividida en dos, y
sometida a centrifugacién con vacio o a concentracién por columna mediante un método
comercial (ver Materiales y métodos). La conservacién de la fraccion de ARNs pequefios y
la calidad del material fueron evaluados mediante bioanalyzer. La centrifugacién con vacio
fue superior a la utilizacién de columnas comerciales disefiadas especialmente para la
concentracién de ARN (Fig. 4.6), en lo que respecta a los parametros evaluados.

centrifugacion con vacio kit comercial

miRVana

Orverall Reults for samphe 4 1S Overall Results for sample 7 © 4
L % (B0208; A Arma 2
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(prot. modificado)

00 1000 2000 2000 ™ b1 w0 a0 2008 4000 Int)

Overall Results for sample 3 : LIS Overall Resalts for sample 5 1 3

ANA Area

FRNA Ruatio [ 1 185} 14 R 62 P Bt Tl 2 Pt Fraggng Latw T

Fig. 4.6. Cromatograma de la corrida en Bioanalyzer (chip para ARN total Nano kit) de ARN
total extraido a partir de células de MO de un paciente con LMC al diagndstico (fraccién
CD34), concentrado por centrifugacion con vacio o por columna, para dos métodos de
extraccion de ARN. El circulo rojo indica la fraccién de ARNs pequeiios

Con respecto a los DS, se observé que el rendimiento de la fraccién de células CD38- fue
menor que para los pacientes con LMC (0,001% de MNC de SP, n=1). Por lo tanto, se
tuvieron que realizar algunas modificaciones para llegar a reunir el nimero de eventos
necesarios:

-se incluy6 a la poblacion CD38dim en la fraccion de células primitivas
-se combinaron muestras provenientes de distintos DS.

Se aislé también la fraccion correspondiente a las células progenitoras CD34+CD38+ de DS

como control positivo de una fraccion abundante, sometida al mismo proceso de
aislamiento por sorting, extraccion de ARN y concentracién por centrifugacién con vacio
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(Fig. 4.7). En este caso también se realizaron pooles de dadores para mantener la
variabilidad originada por la mezcla de muestras provenientes de distintas personas.
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Fig. 4.7. Esquema de seleccion de poblaciones para

muestras de SP de DS.
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IV.3 Construccion de la biblioteca de ARNs pequeiios para secuenciacién masiva

Las muestras utilizadas para la construccion de la biblioteca para secuenciacién masiva

se describen en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Caracteristicas de las muestras utilizadas para la construccion de bibliotecas
para secuenciacion de ARNs pequeiios (kit TruSeq, lllumina).

Muestras LMC al Dx
Cédigo Tipo de Sexo Edad Nro. Eventos Nro. Eventos  Perfil
muestra HSC LSC
Pool 1
N32 SP M 48 374 484 1
N32 MO M 48 145 154 1
N31 SP M 74 5562 9899 1
N31 MO M 74 320 616 1
N22 SP M 66 475 128 1
N23 MO F 41 141 22 1
Pool 2
N26 MO M 24 6896 1857
N33 SP M 54 1859 0 2
IM MO M 22 descartado 3046 3
Dadores sanos
Cdodigo Tipo de Sexo Edad No. Evt CD38-/dim No. Evt CD38+
muestra (HSC) (progenitores)
2891 buffy coat M 36 1578 7624
2890 buffy coat F 31 1316 13724
2810 SP F 50 156 descartado
3060 SP F 54 181 descartado
3308 buffy coat F 37 1700 13000

Lineas celulares

Rearreglo No. Células
BCR-ABL
K562 p210 b3a2 5x105
HL-60 negativas 5x103

Las muestras fueron transportadas a Brasil en hielo seco, descongeladas en hielo,
centrifugadas con vacio, resuspendidas en 7uL de agua y cuantificadas por QUBIT 2.0
previo a la construccion de las bibliotecas (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Resultado de la cuantificacion de ARN mediante QUBIT en las muestras
utilizadas para la construccién de las bibliotecas para secuenciacion.

ARN (ng/uL)

Pool 1 HSC
Pool 1 LSC
Pool 2 HSC Fuera de rango
Pool 2 LSC (<20ng/ul)
Pool DS HSC
Pool DS progenitores 30
K562 500
HL60 360
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El protocolo realizado se detalla en la seccién 11.6.3 de materiales y métodos. Algunas
consideraciones especiales respecto al protocolo realizado se enumeran a continuacidn:

-El protocolo del kit TruSeq Small RNA de Illumina tiene un paso de purificacion del
producto de la biblioteca, en el cual se corren en paralelo, en un gel de poliacrilamida, los
productos de reaccién y marcadores de peso molecular que permiten la seleccién de la
banda correspondiente a la biblioteca de microARNs (147pb) y piwiARNs (157pb)
mediante la escisién del gel comprendido entre las bandas del marcador de peso
molecular de 145 y 160pb (Fig. 4.8). En ninguna muestra se observ6 la banda esperada
de 147pb. Sin embargo, dado que la baja masa del material de partida podria ocasionar
que la sensibilidad de la visualizacién no sea suficiente, se recort6 la seccion del gel del
tamafio hipotético esperado.

E)(D)(A)(D)(E

Otros RNAs  Gel 3 Pool2 Pool 2
pequefios CD26+ (CD26-

Fig. 4.8. Izquierda: marcadores de peso molecular y bandas esperadas segiin el fabricante.
Los microARNs (G) estdn comprendidos entre las bandas de 145 y 160pb. Derecha:
fotografia del gel obtenido al sembrar todo el volumen de las bibliotecas sintetizadas a
partir de las muestras de pacientes correspondientes al pool 2. No se observa la banda del
peso esperado. La banda inmediatamente inferior corresponde a dimeros de adaptadores.

IV. 4. Resultados de la secuenciacion masiva del miRnoma de HSC y LSC.
IV. 4.1. Andlisis de calidad de los datos

Se obtuvieron 200 millones de lecturas totales, con una densidad de clusters apropiada
(600.000/mm?2). Los datos generados fueron de buena calidad, con >90% de los datos
con Q>30 (Fig. 4.9).

El andlisis de distribucion de tamafios de las lecturas arrojé dos tipos de muestras: un
grupo (1: pool 2 HSC, pool 2 LSC, HSC de DS, progenitores de DS) en el que se observé un
pico alrededor de los 21-23 nucleétidos, correspondiente a los microARNs y lecturas de
tamafios variables, que incluirian otros ARNs pequefios, y otro grupo (2: pool 1 HSC, pool
1 LSC, HL-60, K562) en el que no se observé dicho pico, por lo tanto corresponde a
muestras en las que ocurrié un problema durante la construccién de la biblioteca (Fig.
4.9). La evaluacién de la calidad de secuencias en estas muestras evidencia que la mayor
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parte de las lecturas corresponden a secuencias de los primers utilizados durante la
construccién de la biblioteca.

Pool 2 CD26-, Pool 2 CD26+, Pool 1 CD26-, Pool 1 CD26+,
DS CD38-/dim, DS CD38+ HL-60, K562

Read lengths distribution after trimming Read lengths distribution after trimming

St

Fig. 4.9. Grdficas de calidad de secuencia representativas de los dos grupos observados.
Grupo 1 (izquierda): se observa un pico de 21-23 nucleétidos correspondiente a los
microARNSs. Grupo 2 (derecha): no se observa el pico correspondiente a los microARNs y las
grdficas de calidad evidencian que la mayor parte de las lecturas corresponden a
secuencias de los primers utilizados durante la construccién de la biblioteca.

IV. 4.2. Andlisis bioinformatico para la identificacion de microARNs

Se evaluaron distintas estrategias de analisis bioinformatico de los datos. Los pasos
principales llevados a cabo fueron:

a) Remociodn de lecturas de baja calidad y secuencias de adaptadores

b) Identificaciéon de microARNs conocidos
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c) Analisis de expresion diferencial y prediccidon de potenciales ARNm blanco y vias
asociadas

d) Descubrimiento de microARNs novel

a) Remocion de lecturas de baja calidad y secuencias de adaptadores

A partir del andlisis de calidad de las secuencias detallado en la seccién anterior, s6lo se
prosiguié el analisis con las muestras de pacientes correspondientes al Pool 2 (HSC y
LSC), y con las fracciones obtenidas a partir de DS. Se juntaron los datos provenientes de
ambas calles (lanes) de la flow cell en un solo archivo. Se removieron las lecturas de baja
calidad y las secuencias provenientes de adaptadores y primers.

b) Identificacion de microARNs conocidos

Se utilizé el programa Chimira%%, el cual realiza un alineamiento entre las secuencias
introducidas y las secuencias de precursores presentes en miRBase correspondientes a
una determinada especie. Luego infiere a partir de qué brazo del precursor se originé la
molécula de microARN madura (5' o 3").

El analisis global inicial revel6 una gran profundidad de secuenciacidn, detectandose mas
de 1000 microARNs diferentes en todas las muestras (si se consideran aquellos con al
menos 1 lectura) o mas de 600 microARNs diferentes (si se consideran aquellos con al
menos 10 lecturas) (Fig. 4.10). Este resultado fue llamativo dado el bajo input de ARN
inicial (nuestra estimacion es de <140 ng por fraccién CD38-, dado el limite de deteccién
del kit utilizado para cuantificacién por QUBIT y el volumen total de muestra), y
concuerda con un reporte reciente de que la cantidad de ARN utilizada para la
construccion de la biblioteca (rango: 50-1000 ng) no afecta al nimero de microARNs
detectados!92. Mas llamativo ain es que nuestros resultados indican una mayor
sensibilidad (alrededor del doble de la reportada), debido probablemente a la gran
profundidad de secuenciacidn alcanzada (Anexo I).

Por otro lado, el andlisis de frecuencias relativas mostré que los diez microARNs mas
abundantes constituyeron un 52-65% del total de microARNs detectados, dependiendo
de la muestra (Fig. 4.10). Un estudio del miRNoma comparativo entre tejidos humanos
reportd niveles similares de predominancia de algunos microARNs segun el tejido102, y
en particular en sangre entera, se reporté6 miR-486 como el mas abundante (>90%). En
nuestro caso, mientras que las muestras de pacientes secuenciadas correspondieron a SP
y MO, las de DS fueron exclusivamente de SP (tabla 4.1). Sin embargo, miR-486 se
encontré con una abundancia maxima de 6% (en progenitores de DS), lo cual sugiere que
el patrén de microARNs observado es particular de células primitivas y progenitoras
hematopoyéticas.
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Fig. 4.10. Frecuencia de microARNs detectados en cada muestra.

c) Analisis de expresién diferencial

El calculo de expresion diferencial para los microARNs conocidos fue realizado con el
programa GFOLD (Generalized fold change for ranking differentially expressed genes from
RNA-seq data)7°. Existen multiples programas para realizar este tipo de andlisis con datos
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de secuenciacion masiva. Sin embargo, dada la limitacién de no tener réplicas biolégicas,
se buscé utilizar algin método que pueda tener dicha limitacion en consideracién. GFOLD
estd reportado como especialmente util para el caso de no haber réplicas, ya que considera
la distribucién posterior del log fold change, calculando un cambio relativo en los niveles
de expresidn. Para ello tiene en cuenta los niveles absolutos detectados de cada microARN,
ya que el fold change para genes con bajo nimero de lecturas es menos confiable que para
genes de alta expresion.

Los datos correspondientes al analisis de expresion diferencial fueron filtrados de acuerdo
a las siguientes preguntas:

A) ;Qué conjunto de microARNSs caracteriza a las LSC?
B) ;Qué diferencias presentan las HSC de LMC vs. las HSC de dadores sanos?

A) ;Qué conjunto de microARNs caracteriza a las LSC?

Se consideraron todos aquellos microARNs diferencialmente expresados (usando como
linea de corte GFOLDz|1|) en la comparaciéon LSC vs HSC de pacientes con LMC, y se
realiz6 la interseccion con aquellos diferencialmente expresados en la comparaciéon LSC
vs. HSC de DS (Fig. 4.11). La interseccién resulté en un listado inicial de 16 microARNSs,
siendo 8 subexpresados y 8 sobreexpresados en la fraccién de LSC en comparacién con las
HSC de pacientes (Tabla 4.3).

A) ;Qué conjunto de microARNs caracteriza a las LSC?

LSC vs HSC
de LMC LSC vs
16 | Hscdeps
104 30

Fig. 4.11. Numero de microARNs diferencialmente expresados (GFOLD=[1]) en las
comparaciones consideradas para la pregunta A). El conjunto seleccionado se muestra
recuadrado.
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Tabla 4.3. Valores de GFOLD y nuimero de lecturas (relativizadas por DESEq) para los
microARNs correspondientes al listado seleccionado como microARNs caracteristicos de la
fraccion de LSC (pregunta A).

GFOLD Conteos relativizados (DESeq)
HSCLMC HSCDS LSC HSC HSC Progenitores
vs LSC vsLSC (LMC) (LMC) (DS) (DS)
hsa-mir-92b-3p -3,6 1,6 2062 207 5951 505
hsa-mir-196a-5p -3,6 -2,7 135 6 13 22
hsa-mir-126-5p -2,0 1,1 18667 5343 44262 136969
hsa-mir-125a-5p -1,9 -1,0 6225 2114 3045 1323
hsa-mir-2355-5p -1,5 -1,0 928 385 444 602
hsa-mir-99b-5p -1,2 -1,7 3907 2214 1207 4199
hsa-mir-411-5p -1,2 3,6 36 9 749 132
hsa-mir-10a-5p -1,1 1,1 28770 19727 68583 23278
hsa-mir-708-5p 1,6 2,5 4 46 42 4
hsa-mir-431-5p 1,6 1,9 8 112 89 27
hsa-mir-134-5p 1,9 2,5 1 64 62 87
hsa-mir-485-3p 2,2 2,7 1 53 46 41
hsa-mir-409-3p 2,6 3,8 46 595 902 663
hsa-mir-323b-3p 2,8 2,2 3 140 60 36
hsa-mir-432-5p 2,9 2,4 0 105 65 26
hsa-mir-382-5p 3,7 2,9 3 130 52 38

El GFOLD puede considerarse como un Log2(Fold change) robusto, GFOLD<0=
sobreexpresados en LSC; GFOLD>0= subexpresados en LSC.

B) ;Qué diferencias presentan las HSC de LMC vs. las HSC de DS?

Bajo el supuesto de que las HSC obtenidas a partir de muestras de pacientes con LMC no
son equivalentes a las HSC de DS, propusimos la hipétesis de que las presentes en
pacientes albergan alteraciones genéticas y/o epigenéticas relacionadas con el proceso
leucemogénico, ya que se podrian ver afectadas por la coexistencia con LSC en el nicho de
la MO.

B) ¢{Qué diferencias presentan las HSC de LMC vs
las HSC de dadores sanos?

HSC de LMC Progenitores
vs HSC de DS 52 vsHSCdeDS
64 40

Fig. 4.12. Numero de microARNs diferencialmente expresados (GFOLDz[1]) en las
comparaciones consideradas para la pregunta B). El conjunto seleccionado se muestra
recuadrado.

Se compararon los microARNSs diferencialmente expresados en esta fraccidn con respecto
a los DS (usando como linea de corte GFOLD2|1]|). Dado que el nimero obtenido fue muy
grande (116, Fig. 4.12), se excluyeron aquellos microARNs que resultaron también
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diferencialmente expresados entre la fraccion de progenitores y HSC de DS (52, Fig. 4.12).
Esto fue realizado dado que la poblacién obtenida a partir de DS contenia, ademas de las
CD38;, la poblacién CD38dim, que incluye células mas diferenciadas, y por lo tanto las
diferencias observadas podrian deberse a la presencia de esta poblacion adicional. Se
encontraron 64 microARNs candidatos, de los cuales 17 (26%) resultaron
sobreexpresados en HSC de LMC con respecto a las HSC de DS, y los 47 restantes (74%) se
encontraron subexpresados. Dado que el listado de microARNs era muy extenso, se
seleccionaron aquellos con GFOLDz|2| en la comparacién HSC de DS vs. HSC de LMC (16
microARNs) (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Valores de GFOLD y nimero de lecturas (relativizadas por DESEq) para los
microARNs correspondientes al listado seleccionado como microARNs diferencialmente
expresados en HSC de LMC vs. HSC de DS (pregunta B).

GFOLD Conteos relativizados (DESeq)
HSC DS vs HSC LMC LSC HSC HSC Progenitores
(LMC) (LMQ) (DS) (DS)
hsa-mir-1304-3p -3,6 563 1179 765 774
hsa-mir-629-5p -2,3 207 2841 421 875
hsa-mir-629-3p -2,3 234 1431 167 173
hsa-mir-362-5p -2,0 984 7186 1204 1316
hsa-mir-20a-5p 2,0 9183 4054 16670 17420
hsa-mir-195-5p 2,1 75 16 104 60
hsa-mir-654-3p 2,4 23 67 516 373
hsa-mir-224-5p 2,5 20 2 36 52
hsa-mir-144-3p 2,6 1548 415 3244 3523
hsa-mir-181c-5p 2,7 19853 2315 12831 15289
hsa-let-7c-5p 2,7 616 236 896 740
hsa-let-7f-5p 29 159895 23477 139037 144680
hsa-mir-5480-3p 3,0 176 11 157 106
hsa-let-7a-5p 3,0 142802 17636 120313 111866
hsa-mir-182-5p 35 4267 4567 41803 33988
hsa-mir-183-5p 3,8 446 328 4196 3261

El GFOLD puede considerarse como un Log2(Fold change) robusto, GFOLD<0:
sobreexpresados en HSC de LMC; GFOLD>0: subexpresados en HSC de LMC

d) Descubrimiento de microARNSs novels

El andlisis de microARNs novels se realiz6 mediante la herramienta miRDeep2. Esta
herramienta utiliza un modelo probabilistico basado en el mecanismo de biogénesis de los
microARNs, tal que evalia la compatibilidad de la posiciéon y frecuencia del ARN
secuenciado con la estructura del precursor hipotético. Dado que en general existe una
diferencia en la cantidad de lecturas provenientes de un microARN maduro (el que actuara
como guia en el complejo RISC) vs. el ARN correspondiente al brazo opuesto del precursor,
el algoritmo considera como potencial microARN a aquel que cumpla con una cierta
diferencia en abundancia entre ambas moléculas (Fig. 4.13).
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Fig. 4.13. Modelo probabilistico en el que se basa miRDeep2 para la prediccién de
microARNs novel. En el caso de un microARN de biogénesis canédnica (a), una de las hebras
del precursor serd mds estable que la otra y por lo tanto se reflejard en una mayor cantidad
de lecturas en la secuenciacién masiva. En el caso de un ARN pequeiio, no microARN (b), por
ej. resultante de la degradaciéon de un ARN de mayor tamaro, a pesar de que pueda
predecirse una estructura de hairpin de un precursor hipotético, no habria diferencia en la
abundancia entre las hebras. Extraido de 71.

Se seleccionaron aquellas predicciones con score 21 (ver Anexo I) y se realiz6 una
interseccién entre las listas de microARNs novels obtenidas por miRDeep2 para cada
muestra. De éstas, 3 secuencias estaban presentes en todas las muestras:

Novel_miR_1 5' cagttgttcaaccagttac 3'
Novel_ miR 2 5'atggtgtacatgatgttttgat 3'
Novel_miR 3 5'aaggtagatagaacaggtcttg 3'

Se evalud el nimero de lecturas en los resultados de secuenciacién, y sélo el novel_miR_3
era abundante en todas las muestras (ver Anexo I).

IV.5. Validacion de los resultados de secuenciacion masiva por RT-qPCR.

Las tecnologias de secuenciacién masiva han permitido el desarrollo de nuevos métodos
para el andlisis global de la expresién génica. En comparacidén con la tecnologia de
microarrays de expresion, el analisis del transcriptoma por RNA-seq ha demostrado un
mayor rango dindmico, un menor limite de deteccién, y permitido el descubrimiento de
transcriptos novel y variantes de splicing93. Respecto a la caracterizacion de la fraccién
de ARNs pequefios por secuenciaciéon masiva, los primeros trabajos reportaron un
aumento tanto en la variedad de secuencias detectadas!?, como en la proporcién de
microARNs expresados diferencialmente con respecto a analisis previos10. Sin embargo,
estas técnicas no son libres de limitaciones y sesgos propios. En particular, las fuentes de
variabilidad que pueden potencialmente afectar los resultados de secuenciacién masiva
de ARNs pequefios son:

-la pérdida selectiva de microARNs particulares debido al método utilizado para
extraer ARN y la cantidad de células de partidalos;

-la amplificacion selectiva de microARNs particulares segun el protocolo utilizado
durante la construccion de la biblioteca 107-109;
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Esto implica que luego de un experimento de descubrimiento en una plataforma de
caracterizacién masiva, como microarrays o secuenciacién masiva, es mandatorio
realizar una validacion técnica de los resultados obtenidos. En nuestro caso, nos
propusimos realizar no sélo una validacién técnica utilizando la técnica de RT-qPCR, sino
también biolégica, evaluando nuevas muestras de pacientes y dadores sanos.
Adicionalmente, la RT-qPCR requiere una menor cantidad de ARN inicial que la
secuenciaciéon masiva, y por lo tanto no fue necesario combinar muestras provenientes
de distintos pacientes, lo que nos permiti6 evaluar la variabilidad intra-grupo.

Los microARNs evaluados fueron seleccionados a partir del andlisis de expresion
diferencial, como aquellos sobreexpresados en LSC de LMC (pregunta A). Se
consideraron los 5 microARNs con mayor valor de GFOLD en la comparacién LSC vs. HSC
de pacientes: hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-92b-3p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-125a-5p, y
hsa-miR-2355-5p. En forma paralela, se sumaron al panel:

-hsa-miR-10a-5p y hsa-miR-132-3p, surgidos de una busqueda bibliografica sobre
microARNs de potencial relevancia en el compartimiento stem hematopoyéticol10.111;

- hsa-let-7a-5p, surgido de una busqueda bioinformatica de microARNs localizados
en las regiones translocadas durante la formacién del cromosoma Ph;

-hsa-miR-182-5p, surgido de la comparacion B, como uno de los microARNs mas
subexpresados en HSC de LMC vs. HSC de DS (Tabla 4.4);

-Se adiciono al panel el novel-3.
1V.5.1 Puesta a punto de la deteccién por RT-qPCR multiplex

Para estimar la masa de ARN de cada fraccion, se realizé una curva de calibracién con
ARN de la linea celular KU812, midiendo el gen de referencia snARN U6. Se observd una
amplificacidon lineal (log ARN vs. Ct) en el rango de 10pg a 10ng de ARN por reaccién de
retrotranscripciéon (RT) (Fig. 4.14, A). Todas las muestras entraron en la curva de masas
(rango: 50pg-6,7ng, mediana=0,3ng), exceptuando una muestra (6pg); ademas se
observé una correlaciéon negativa entre el nimero de eventos sorteados y el Ct para
snARN U6 (Fig. 4.14, B), sugiriendo que la estimacién de masa a través de la
cuantificacién de snARN U6 fue apropiada.

A B
linea celular KU812 Muestras de pacientes
354 324
% r (Spearman)=-0,89
w
S 304 ; = LN T
= [ * e
< 3z o
H 25 5 26 ®
S © 2 e, e
* e
20 . T T T y 22 T T T ;
-3 -2 -1 0 1 2 2 3 4 5 6
Log (ng ARN/rxn de RT) Log. No. eventos
Slope -3.115+£0.1372

Y-intercept when X=0.0 26.04 + 0.1681
X-intercept when Y=0.0 8.360

Fig. 4.14. RT-qPCR. A) Curva de calibracion para snARN U6 utilizando distintas masas de
ARN de la linea KU812 durante la reaccién de RT. B) Correlacién entre el valor de Ct para
snARN U6, indicativo de la masa de ARN, y el nimero de eventos totales obtenidos por
sorting a partir de cada fraccion.
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Se realizaron dos reacciones de RT en multiplex, las cuales incluyeron los siguientes
microARNs:

Multiplex 1 (M1) Multiplex 2 (M2)
hsa-miR-92b-3p hsa-miR-132-3p
hsa-miR-125a-5p hsa-let-7a-5p
hsa-miR-182-5p hsa-miR-10a-5p

novel-3 hsa-miR-196a-5p

hsa-miR-2355-5p
hsa-miR-126-5p
Control positivo: Control positivo:
KU812 TFla

Las combinaciones de microARNs fueron seleccionadas tal que la eficiencia de
amplificacién en RT multiplex fuese similar a la obtenida en la condicién de RT singleplex,
y tal que sean detectables en el control positivo (linea celular). Para ello se realizaron
curvas de masa para cada microARN (tabla 4.5). En el caso del hsa-miR-2355-5p, sélo se
compard6 el valor de Ct para el punto de mayor masa, ya que fue el Unico punto que
amplificé en las lineas celulares evaluadas.

Tabla 4.5. Eficiencias de amplificacion para cada microARN y snARN U6 en condiciones de
RT singleplex o multiplex (M1 o M2 segiin corresponda). La formula utilizada para el
cdlculo de eficiencia se detalla en Materiales y métodos.

Eficiencia % (singleplex) Eficiencia % (multiplex)
snARN U6 Media=104%; Rango=89-120%
hsa-miR-92b-3p 101 101
hsa-miR-125a-5p 94 97
hsa-miR-182-5p 103 102
novel-3 118 119
Hsa-miR-2355-5p* Ct 36,25 Ct37,16

hsa-miR-126-5p 107 103
hsa-Let-7a-5p 120 117

hsa-miR-132-3p 100 97
hsa-miR-10a-5p 108 106

hsa-miR-196a-5p 106 83

*Comparacion del Ct correspondiente al punto de mayor masa.
IV.5.2. Seleccidon de pacientes

Para esta etapa del proyecto se procesaron 20 muestras de pacientes con LMC al
diagnostico. La fraccion de células mononucleares fue analizada por citometria de flujo
con el objetivo de seleccionar aquellas muestras con mayor proporcién de células
CD34+CD38- y por lo tanto mayor rendimiento (mediana[%CD38-]=1,5%, respecto a las
CD34+ totales), resultando en 10 muestras (mediana[%CD38]=4,5%). De éstas, luego de
realizar el sorting, se seleccionaron aquellas con mejor separacion entre las poblaciones,
quedando 6 para la etapa de validaciéon por RT-qPCR.

Al igual que las muestras utilizadas para la secuenciacién masiva, se observo que las HSC
y LSC de pacientes con LMC difieren en su nivel de expresién de CD26, CD45, CD34, como
asf también en los parametros asociados a tamafio celular (FSC) y complejidad interna
(SSC) (Fig. 4.15). Se incluy6 como tercera poblacidn a la fraccién de células progenitoras
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CD38+* de pacientes, a pesar de que la misma no habia sido incluida en la etapa de
secuenciacion masiva. Ademas, se procesaron y sortearon 5 muestras de DS, de las cuales
una fue excluida de los andlisis posteriores por presentar mucha variabilidad en los
resultados de RT-qPCR respecto a las demds. Las caracteristicas de las muestras
seleccionadas se detallan en la tabla 4.6.

Tabla 4.6. Caracteristicas de las muestras utilizadas para la etapa de validacién. Se
detallan el niimero de eventos obtenidos por sorting para cada fraccién (para CD26- y
CD26+ se indica el % respecto a la fraccién CD34+CD38), y el perfil de citometria.

LMC al Dx
Codigo Edad Sexo No.Ev.HSC (%) No.Ev.LSC (%) No.Ev.Progenitores Perfil
N36SP 56 M 2857(51,3%) 2200(45%) 37272 1
N47SP 58 M 1128(27,5%) 4504(62,5%) 96333 1
N55SP 25 M descartado 9276(89,1%) 19861 3
N38SP 31 M 592(94,1%) descartado 2300 2
N46SP 38 F descartado 3360(91,4%) 61428 3
N56SP 55 M 4267(53,4%) 2910(36,6%) 291653 1
DS
Cédigo Edad Sexo No. Ev. HSC No. Ev. Progenitores

3984 36 F 1117 1779

3308 37 F 1682 2027

2771 53 M 4460 9539

4532 57 F 2314 13256
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Fig. 4.15. Patrén de expresion de CD45, CD26, CD34 y FSC/SSC para las poblaciones de LSC
y HSC de pacientes con LMC al diagndstico utilizadas en la etapa de validacién.
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1V.5.3. Evaluacion del perfil de citometria de flujo en pacientes con distinta

TR |

CD45-PerCP

respuesta al tratamiento con ITKs

Las diferencias observadas por citometria de flujo en la proporcién de LSC y HSC en
pacientes al diagndstico nos llevé a preguntarnos si tendrian relacién con la biologia del
tumor, el estado de avance de la enfermedad al momento del diagnéstico, y/o con la
respuesta al tratamiento.

Se evalué la frecuencia de cada perfil entre los pacientes, clasificados segun:

-score Sokal (ver Introduccién);

-RM al tratamiento con ITK 1r2linea a los 3 meses: <10%!S 0 >10%!S;

CD45-PerCP
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-RM al tratamiento con ITK 1ralinea a los 6 meses: <1%!S 0 21%!S.

La frecuencia de casos en cada grupo se muestra en la tabla 4.7. No se pudo realizar un
anadlisis estadistico de tipo tablas de contingencia debido al bajo ndmero de casos por
categoria. Se observaron las siguientes tendencias (Fig. 4.16):

-una mayor proporcién de casos con sokal alto en el perfil 3;
-ausencia de casos con RM>10%!Sa los 3 meses en el perfil 2;
-todos los casos con RM21%!Sa los 6 meses presentaron un perfil 3.

Tabla 4.7 Frecuencias de pacientes con perfil 1, 2 o 3 en la citometria de flujo al diagndstico
segtin score Sokal, RM a los 3 meses o 6 meses de tratamiento con ITK 17 linea.

Perfil citometria de flujo Total
Score Sokal Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3
alto 1 1 3 5
bajo 4 2 1 7
intermedio 3 2 3 8
Total 8 5 7 20

Respuesta a ITK 12 Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3
linea (3 meses)

>10% 2 0 2 4
£10% 6 5 5 16
Total 8 5 7 20

Respuesta a ITK 12 Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3
linea (6 meses)

21% 0 0 3 3
<1% 5 4 3 12
Total 5 4 6 15
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Fig. 4.16. Distribucién de casos segiin perfil de citometria de flujo al diagndstico, para los
pacientes clasificados segtin score Sokal, y segtin su RM a los 3 y 6 meses de tratamiento con
ITK en 1 linea.

1V.5.4. Cuantificacién de los niveles de microARNs por RT-qPCR.

El microARN hsa-miR-2355-5p no pudo ser detectado en la mayoria de las muestras,
mientras que hsa-miR-182-5p s6lo pudo ser detectado en las fracciones CD38+* de LMC.
Por lo tanto, ambos microARNs han sido excluidos de los andlisis posteriores.

1V.5.4.1. Anadlisis de expresion diferencial

Los niveles de microARNs fueron comparados entre fracciones mediante el calculo de la
diferencia en el Ct entre el microARN correspondiente y snARN U6 (dCt) (Fig. 4.17). Se
utilizé dCt como variable para el andlisis estadistico (ver materiales y métodos). La
prueba global fue estadisticamente significativa para hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-10a-5p,
hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-92b-3p y hsa-miR-126-5p (p<0,05, ANOVA); no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en la prueba global para hsa-miR-132-3p, hsa-
let-7a-5p y novel-3 (p>0,05, ANOVA). El andlisis detallado de las diferencias observadas
se describira en la siguiente seccién.
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Fig. 4.17. Comparacién del dCT entre los microARNSs indicados y el gen de referencia snARN
U6 para cada fraccién. Los datos son el promedio de duplicados. Se indican los datos
provenientes de los mismos pacientes o DS mediante lineas conectoras. Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas (ANOVA, comparacion a posteriori,
método DCG, a global = 0,05)
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A diferencia de lo ocurrido durante la secuenciacién masiva, en este caso se pudo
evaluar la variabilidad entre individuos dentro de cada grupo. Los pacientes o dadores
mostraron, en su mayoria, tendencias similares al comparar entre poblaciones celulares,
con excepciones para todos los microARNs evaluados. A su vez, la variabilidad intra-
grupo fue mayor para las células progenitoras (CD38*) de pacientes, sugiriendo que se
trata de una fraccién mas heterogénea (Fig. 4.18).

34
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(relativa a DS CD38+)

Poblacién

Fig. 4.18. Estimacién de la varianza promedio por grupo para todos los microARNs.
Se realizo una relativizacion a la varianza del dCt del grupo de progenitores de DS para
cada microARN, y luego se promedié dicho valor para todos los microARNs evaluados.

1V.5.4.2. Correlacion entre secuenciacion masiva y RT-qPCR

Se comparo el Log, de las veces de cambio (FC: fold change) para cada microARN entre
ambas técnicas. Para los datos obtenidos por RT-qPCR, se utiliz6 el método 2-24Ct; en el
caso de la secuenciacién masiva, los datos utilizados fueron los valores de GFOLD (Fig.
4.19). El novel-3 fue excluido de este analisis por no contar con un valor de GFOLD.

Se observé una correlacion baja en la comparacién de fracciones provenientes de
pacientes, y nula en la comparacion de fracciones provenientes de DS (Fig 4.19, Tabla
4.8). Los Unicos microARNs que mantuvieron la misma tendencia que la detectada en la
secuenciacion masiva fueron aquellos seleccionados en la pregunta "A" (microARNs
caracteristicos de la fracciéon de LSC), a excepcion de miR-126-5p, que mostré una
tendencia exactamente opuesta entre ambas técnicas. Ninguno de los microARNs
agregados al listado mantuvo la tendencia observada por secuenciacién masiva, a
excepcion de let-7a-5p en la comparacion LSC vs. HSC (DS) (Tabla 4.8)
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Fig. 4.19. Log2(FC) de los microARNs cuantificados por secuenciacion masiva (TS-1llumina,
método GFOLD) o por RT-qPCR (relativizacién por snARN U6), comparando las distintas
fracciones entre si. La linea punteada indica Log2(FC)=1.

Tabla 4.8. Resumen de la comparacion de Log2(FC) entre la secuenciacion masiva y la RT-
qPCR. El p-valor hace referencia a la significancia estadistica de las comparaciones a
posteriori de los valores de dCt obtenidos por RT-qPCR.

=tendencia =tendencia #tendencia #tendencia
p<0,05 p>0,05 p<0,05 p>0,05
10a-5p
a. LSC vs HSC 92b-3p
196a-5p ) 126-5p let-7a-5p
(LMC) 125a-5p 132-3p
196a-5p
b. LSCD‘;S HSC 125a-5p hsa-let-7a-5p ;gsgp 126-5p
(DS) P 132-3p
125a-5p
c. HSC (LMC) ;gﬁjgg let-7a-5p
vs. HSC (DS) 196a-5p 132-3p
126-5p
125a-5p
d. Progenitores 10a-5p
(DS) vs. HSC 199261;51’ 126-5p
(DS) p let-7a-5p
132-3p
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En conclusion, las diferencias en los niveles de microARNs que pudimos detectar con
ambas metodologias y ambas cohortes de pacientes y dadores sanos fueron:

-en pacientes con LMC, aumento de los niveles de hsa-miR-196a-5p en la fraccion
de LSC (CD26*) en comparacién con HSC (CD26-);

-aumento de los niveles de hsa-miR-125a-5p en la fraccién de LMC LSC (CD26+)
en comparacion con la fraccién de HSC (CD38-/dim) de dadores sanos.

Por otro lado, la evaluaciéon de la fraccién de células progenitoras CD38* en
pacientes con LMC, realizada sélo por RT-qPCR, en una cohorte de pacientes y dadores
sanos (Fig. 4.17), resulto en la deteccion de diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de hsa-miR-92b-3p (aumentados en LMC CD38*) y hsa-miR-10a-5p
(disminuidos en progenitores de LMC) con respecto a las restantes, tanto de pacientes
como dadores, mientras que para hsa-miR-125a-5p, se detectaron diferencias
significativas (disminucién) respecto a las poblaciones LMC HSC y LMC LSC. Los valores
de Log;FC para esta fraccidn, comparada con todas las restantes se muestra en la Fig.
4.20.

LMC CD38+

@8 vs LMC CD26+
@ vs LMC CD26-
@l vs DS CD38+
B vs DS CD38-/dim

Log2(Fold change) RT-qPCR

0 2 © N a2 2 >
CUSIRSIE I OGP GO

Fig. 4.20. Log:(FC) de los microARNs cuantificados por RT-qPCR (relativizaciéon por snARN
U6) en la fraccidn de células progenitoras (CD38+) de LMC vs. las fracciones restantes.

Finalmente, con los datos obtenidos por RT-qPCR se construyé un mapa de color para
indicar los niveles relativos de los microARNs cuya prueba global dio significativa, entre
las fracciones correspondientes a pacientes (Fig. 4.21). Dicha representacion resalta, en
pacientes con LMC al diagndstico, la presencia de hsa-miR-10a-5p y hsa-miR-1253, y la
ausencia de hsa-miR-92b-3p en la fraccién de células primitivas. No se tuvieron en
cuenta los resultados obtenidos con muestras de DS dada la falta de reproducibilidad
evidenciada al comparar los resultados con los de secuenciacién masiva.
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125a 196a 10a 126 92b

LMC HSC

LMCLSC

LMC
Prog.

ND ND
Fig. 4.21. Mapa de color de los niveles relativos de cada microARN a partir de los resultados
de RT-qPCR (27-dCt), respecto a los niveles de todos los microARNs en todas las muestras.
La escala va desde el rojo (mayores niveles relativos) a verde (menores niveles relativos).
Amarillo indica valores intermedios.

Novel-3

La cuantificacién del novel-3 por RT-qPCR result6 en niveles muy bajos (Ct > 38), y no se
detectaron diferencias significativas entre las fracciones estudiadas (Fig. 4.18).

IV.5.5. Analisis multivariado

Con el objetivo de detectar patrones globales de desregulaciéon de los niveles de
microARNSs, se evalud la correlacion en la abundancia de los microARNs estudiados en la
etapa de validacién, utilizando como estimador de la abundancia la variable dCt = (Ct
microARN - Ct snARN U6) (Tabla 4.9). Se observé una correlacién positiva (r>0,5) entre
miR-125a-5p, miR-126-5p y miR-10a-5p.

Tabla 4.9. En color celeste se indican los coeficientes de correlacion de Pearson para cada
par de variables, y en verde las probabilidades asociadas a la prueba de hipdtesis de
correlacién nula.

126 92b 125a novel3 132 let7a 10a 196a
126 1 0,25 5,10E-05 0,05 0,53 0,02 5,50E-06 0,73
92b |0,25 1 0,35 0,95 0,11 0,07 0,66 0,59
125a | 0,74 0,2 1 0,47 0,33 0,02 5,70E-07 0,57
novel3 | 0,42 -0,02 0,16 1 0,58 0,29 0,26 0,2
132 | 0,15 0,37 0,23 0,14 1 019 0,57 0,67
let7a | 0,49 0,39 0,47 2,40E-01 031 1 0,06 0,49
10a (0,81 -0,1 0,85 0,26 0,13 0,41 1 0,66
196a |0,08 -0,12 0,13 0,29 -0,1 0,16 0,1 1
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Dado que los microARNs pueden formar parte de clusters genémicos, y que en este caso su
expresion suele estar regulada de forma conjunta, se evalu6 si los microARNs que
mostraron correlacion positiva pertenecian al mismo cluster; sin embargo, los tres
microARNs estdn localizados en cromosomas diferentes.

Por otro lado, los miembros de una misma familia tienen secuencias conservadas y estan
relacionados evolutivamente, pudiendo estar relacionados funcionalmente, por ejemplo,
regulando diferentes componentes de una misma via de sefializacién (Tehler 2011).
Encontramos que miR-125a y miR-10a pertenecen a la familia miR-10/100.

En el caso de microARNs codificados en el interior de otro gen (intragénicos), o muy cerca
de otros genes, suele existir una relaciéon funcional entre el microARN y el gen cercano.
Por ejemplo, miR-10 y miR-196 han co-evolucionado con los clusters de genes Hox,
esenciales durante el desarrollo como factores de transcripcion maestros durante la
formacidn del eje antero-posterior en animales bilaterales!!2,

Por ultimo, la correlacién en los niveles de microARNs podria deberse a una regulacion
conjunta, dada por los mismos factores (ej. rio abajo del mismo factor de transcripcidn), ya
sea directa o indirectamente. En este contexto, se encontré que miR-125a y miR-126 son
mediadores de la respuesta a factores pro-angiogénicos, aunque las evidencias provienen
de distintos modelos.

Estas caracteristicas se resumen en la tabla 4.10.
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Tabla 4.10. Caracteristicas de los microARNs que mostraron correlacién positiva entre las
fracciones estudiadas durante la validacién. CE: células endoteliales; LC: lineas celulares

Hsa-miR-125a-5p

Hsa-miR-126-5p

Hsa-miR-10a-5p

Secuencia
microARN
maduro
Gen

Loc.
genémica

Genes
cercanos

Cluster

Familia

Regulacion
transcripcion
al

Mediadores
positivos o
negativos de
la respuesta
a

Referencias

ucccugagacccuuuaaccuguga
MIR125A
19q13.41[+]

SPACAC (intragénico, exdnico)

miR-99b/let-7e
miR-125a, miR-10a, miR-125b-

1, miR-125b-2, miR-10b, miR-
99a, miR-99b, miR-100

p53 (LC de cancer de pulmoén);
NFkB (LC de cancer de pulmén
y hepatocarcinoma)

PDGFR

113,114

cauuauuacuuuugg
uacgcg

MIR126
9q32.3[+]

EGFL7
(intragénico,
intrénico)

Coexpresion con
su hospedador
EGFL7 (expresion
en CE)

FGF y VEGF

115

uacccuguagauccgaauuu

gug
MIR10A
17q21.32[-]

HOXB3 (intragénico,

intronico)

miR-125a, miR-10a,
miR-125b-1, miR-125b-
2, miR-10b, miR-99a,
miR-99b, miR-100

TWIST1

116

Finalmente, se analizaron las caracteristicas de los microARNs restantes, en los que no se

detect6 una correlacion positiva o negativa por RT-qPCR (Tabla 4.11). Los mismos se

localizan en regiones gendmicas distintas entre si. Todos los microARNs pertenecen
familias distintas. Es particular el caso de miR-1964, el cual esta localizado en el cluster de
genes HoxB, al igual que miR-10a, pero se encuentran unas 40kB de distancia.
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Tabla 4.11. Caracteristicas de los microARNs que no mostraron correlacion entre las
fracciones estudiadas durante la validacién.

Hsa-miR-92b-3p Hsa-miR-196a-5p
Secuencia
microARN uauugcacucgucccggecucc uagguaguuucauguuguuggg
maduro
Gen MIR92B MIR196A1
Loc.
e 1922 [+] 17q21.32 [-]
Genes No (Intergénico) Hox B9
cercanos
Cluster - -

miR-25, miR-92a-1, miR-

Familia ~ 92a-2,miR-92b,miR- 19631 miR-196a-2,

263 miR-196b
Hsa-let-7a-5p Hsa-miR-132-3p
Secuencia
microARN ugagguaguagguuguauaguu uaacagucuacagccauggucg
maduro
Gen MIRLET7A3 MIR132
Loc.
genémica 22q.13.31 17p13.3[-]
Genes MIRLET7BHG (IncRNA) , .
; iy I No (Intergénico)
cercanos (intragénico, ex6nico)
Cluster miR-4763, let-7b miR-212
Let-7d, Let-7i, Let-7e, Let-
Rl 0 BEE7E Les7ind, e miR-212, miR-132

7f-2, Let-7c, Let-7a-2, Let-
7a-3, Let-7a-1, miR-98

IV.6. Conclusiones parciales y comentarios

A continuacién, se discuten las principales conclusiones extraidas a partir de los
resultados de esta segunda parte:

1) Se optimizé un protocolo para el aislamiento de fracciones de HSC y LSC
provenientes de pacientes con LMC al diagndstico de alta pureza.

Evaluamos multiples condiciones para la obtencién de perfiles de citometria que nos
permitan la distincién clara entre las poblaciones, que sean de alta pureza (estimada por
la proporcion de ARNm de BCR-ABL1) y de las cuales se pueda obtener ARN conteniendo
a la fraccién de ARNs pequefios, de alta calidad. Las condiciones que mejor funcionaron
en nuestro sistema fueron:

-La seleccidn previa de pacientes con mayor proporcién de células CD38- en la
fraccion de CD34+;
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-La combinacion de los marcadores de superficie CD45, CD34, CD38 y CD26, junto
a los parametros FSC y SSC para la separacion de las poblaciones de HSC vs. LSC.

-La recoleccion de las células directamente en buffer de lisis para la extraccidon de
ARN conteniendo a la fraccion de ARNs pequefios, mediante un micrométodo que
permite la elucién en un volumen pequeiio.

2) Se logro realizar la secuenciacién masiva a partir de <140ng de ARN inicial; sin
embargo, el protocolo de construccion de la biblioteca tiene varias limitaciones.

Obtuvimos una gran profundidad de secuenciacién, ain habiendo partido de una
cantidad de ARN menor a la reportada, lo cual nos permitié detectar microARNs de baja
expresion (Fig. 4.10). Sin embargo, la principal limitacién que encontramos durante la
construccién de la biblioteca fue la seleccién de la banda de tamafio apropiado en un gel
de poliacrilamida. Esta banda no se veia, mientras que una banda correspondiente al
tamafio esperado por los dimeros de adaptadores sin inserto era evidente en todas las
muestras. Segin lo que pudimos consultar a los fabricantes del kit, 1a presencia de dichos
dimeros de adaptadores en una alta proporciéon es una caracteristica del método, que
impacta negativamente ya que, de no ser eliminados, la mayor parte de las lecturas
corresponden a la secuenciacién de dichos adaptadores. Por otro lado, el hecho de no
haber visto una banda definida correspondiente al producto de la biblioteca implicé la
pérdida de la mitad de las muestras. Existen protocolos alternativos que buscan superar
este problema mediante adaptadores modificados!17.

3) Se observé una tendencia a mayor frecuencia de casos con indice Sokal alto y
RM=21% a los 6 meses en pacientes con perfil 3 por citometria de flujo al diagndstico;
también se observé una tendencia a menor frecuencia de casos con RM>10% a los 3 meses
en pacientes con perfil 2.

Dos trabajos reportan diferencias en la respuesta al tratamiento y pardmetros al
diagnostico segun el perfil de citometria al diagnostico, aunque la distinciéon de las
poblaciones no es exactamente la misma. En el trabajo de Janssen et al se reportd que
aquellos pacientes que presentaban HSC residuales por citometria de flujo estaban
asociados a menores indices Sokal y Euro, menor toxicidad por IM y mejor RM a IM que
aquellos que no tenfan HSC detectables al diagndstico%. En el trabajo de Culen et al se
reportd una asociacién significativa entre el perfil de citometria y el nimero de glébulos
blancos al diagndstico, y con la posibilidad de alcanzar una RM mayor a los 12 o 18
meses de tratamiento con Imatinib9°.

4) La correlacién entre los resultados de la secuenciacion masiva y la validacién fue
baja.

El analisis que realizamos cuenta con varias limitaciones y fuentes de variabilidad que
podrian explicar las diferencias observadas:

-La necesidad de combinar muestras provenientes de distintos pacientes para
realizar la secuenciacién masiva no nos permitié evaluar la variabilidad en el perfil de
expresion de microARNs entre pacientes. Asimismo, la pérdida de uno de los pooles
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provenientes de pacientes implicé que los resultados obtenidos podrian ser particulares
de las muestras evaluadas, y no ser representativos de todos los pacientes con LMC;

-El nimero de pacientes y DS fue bajo en ambos casos, debido a una limitacién en
el rendimiento de células primitivas de alta pureza y por la heterogeneidad presentada
por los pacientes en los perfiles de citometria de flujo, siendo que en la mayoria de ellos
no se distinguian claramente ambas poblaciones;

-En la secuenciacién masiva se incluyeron muestras de MO y SP de pacientes,
mientras que en la validacién sélo se evaluaron muestras de SP.

A su vez, existen fuentes de variabilidad técnicas, instrinsecas a los métodos utilizados:

a) En particular para el kit Truseq de Illumina se ha reportado un sesgo
significativo introducido por la secuencia de adaptadores que se utilizan durante la
construccién de la bibliotecal®, lo que ocasiona que algunos microARNs sean mas
eficientemente ligados que otros, y por lo tanto ese sesgo se mantiene en su
representacion en la biblioteca. Una de las posibles explicaciones es que la secuencia de
los adaptadores influya en la eficiencia de ligacién microARN-adaptador, debido al
plegamiento diferencial exhibido por diferentes combinaciones de microARN-adaptador;
para remediar este sesgo se han desarrollado métodos que utilizan adaptadores con
bases al azar en los extremos!!8, Con el objetivo de evaluar la correlacién en la
abundancia de los microARNs entre ambas técnicas, se compararon los niveles
relativizados por DESEq para los datos de secuenciacion masiva, y diferencias en el Ct
respecto a los niveles de snARN U6 para los datos de RT-qPCR. Se observé una
correlacidn negativa, lo cual es esperable dado que el dCt es inversamente proporcional a
la abundancia; a su vez, la correlacién fue mayor para el subconjunto de muestras
correspondientes a pacientes que para DS (Fig. 4.23).

b) Existen multiples estudios que muestran el efecto de la normalizacién en la
cuantificaciéon por RT-gqPCR. Mientras que algunos reportes han demostrado que los
niveles de snARN U6 son menos estables respecto a otros microARNs propuestos como
“normalizadores universales”!19, otros han propuesto evaluar en cada sistema los
microARNs mas estables, y realizar una media geométrica de sus niveles como
pardmetro normalizador!20, La molécula utilizada como normalizadora en nuestros
experimentos podria estar afectando los resultados obtenidos, ya que la limitacién de no
poder cuantificar directamente la masa presente en las muestras impidié verificar la
estabilidad del snARN U6 en las distintas condiciones evaluadas. Sin embargo, su
correlacidn con el nimero de eventos sorteados sugiere que su utilizacion fue apropiada
(Fig. 4.15, B). Luego de este andlisis surgid el interés de buscar posibles microARNs
normalizadores en nuestro sistema, a través de los resultados de la secuenciacion
masiva.
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Fig. 4.23. Andlisis de correlacion (Spearman) para los datos de abundancia de los
microARNSs incluidos en la etapa de validacion, entre la secuenciacion masiva (kit TruSeq-
[llumina) y RT-qPCR, tanto de pacientes (LMC) como donantes sanos (DS).

Por ultimo, la comparacién de los valores de Log;FC evidenci6 una mejor correlacién
para aquellos microARNs desregulados entre las LSC y HSC de pacientes, mientras que
los resultados obtenidos con muestras de DS resultaron opuestos. Desconocemos la
causa de esta diferencia. Por un lado, es esperable que la variabilidad sea mayor entre DS
que entre pacientes, ya que los primeros se definen por un criterio de exclusiéon ("sano":
en ese momento no presenta una enfermedad evidente, pero desconocemos otras
caracteristicas relacionadas con su estado de salud), mientras que los segundos tienen
un patréon comun de desregulacién del sistema hematopoyético relacionado al proceso
leucemogénico. En este sentido, hubiese sido mdas apropiado evaluar mas muestras de DS
que de pacientes. Por otro lado, la selecciéon de la fraccién de HSC DS por sorting fue mas
dificil de estandarizar que la de HSC en pacientes, debido a la dificultad de fijar el umbral
para definir a la poblacién "dim" durante el proceso de sorting, lo cual pudo haber
introducido variabilidad en los resultados.

5) La evaluacién de los microARNs presentes en la fraccién de progenitores de LMC
(CD38+) por RT-qPCR evidencié que algunos de los microARNs seleccionados durante la
secuenciacién masiva también estdn desrregulados en dicha poblacion.

Este fue el caso para miR-92b-3p, miR-10a-5p, y miR-125a-5p. Este patrén sugiere que
dichos microARNs podrian estar asociados al proceso de diferenciacion hematopoyética.
En este contexto, miR-125a ha sido reportado como regulador de la capacidad de
autorrenovaciéon de las HSC, siendo que un aumento en los niveles del mismo caus6 un
aumento en el pool de HSC-progenitores tempranos, a través de la regulacion negativa de
la apoptosis®s. En el caso de miR-10a-5p, esta reportada una dismunicon en sus niveles en
la fraccién de progenitores de LMC respecto a dadores sanos, y se demostr6 que una
inhibicién del mismo en lineas celulares conlleva a una mayor proliferacién!10. Por el
contrario, en muestras de pacientes con Leucemia mieloide aguda portadores de la
mutaciéon en NPM1, se detecté un aumento en los niveles de miR-10a!21, Asimismo, en
otros tumores, por ejemplo, carcinoma hepatico, cancer de pancreas, cancer de mama
metastasico y leucemia linfatica crénica de células B se ha detectado un aumento en los
niveles de los miembros de la familia miR-10. En particular, para este microARN se ha
descripto un mecanismo de accién no canénico como regulador positivo de la traducciéon
de proteinas ribosomales, a través de la unién al 5'UTR de los ARNm de dichas proteinas®s.
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Por lo tanto, es posible que las consecuencias funcionales de los niveles alterados de miR-
10a varien segun el sistema. Para miR-92b-3p, se report6 su participacion en el control de
la transicién G1/S del ciclo celular en células humanas embrionarias!?2. No hay reportes de
la asociacién de miR-125a, miR-10a ni miR-92b a la fraccién de células mas primitivas en
pacientes con LMC.

6) El miR-126-5p mostré un patrén opuesto entre las fracciones LSC vs. HSC de
pacientes.

Este microARN ha sido extensamente estudiado por ser de relevancia en el sistema
vascular. Se encuentra altamente conservado, y su localizacién genémica es el intrén 7
del gen EGFL7, el cual codifica para un péptido de expresién en células endoteliales.
Ratones knock-out para miR-126 presentan deficiencias en la formacién de vasos
sanguineos, hemorragias, y una fraccién de los ratones sufre letalidad embrionarialls. En
el sistema hematopoyético, miR-126 ha sido descripto como regulador de la capacidad
stem, siendo que es de alta expresion en la fraccion mas primitiva del linaje
hematopoyético humano (CD34+CD38-CD45RA-CD49f*); experimentos de knock-down en
la fraccion de células primitivas de cordén umbilical resultaron en un aumento de la
proliferacidn in vitro e in vivol23. En LMC, se ha descripto una disminucién en los niveles
de miR-126 en la fraccion de células primitivas de pacientes en comparacion con DS,
siendo sus niveles regulados por la actividad quinasa de BCR-ABL1. Dichos experimentos
fueron realizados midiendo la forma madura correspondiente al brazo 3p (miR-126-3p),
y no se informan los niveles de miR-126-5p124,

Sin embargo, dado que en este trabajo postulan que la regulacion por parte de BCR-ABL1
implica un mecanismo dependiente del complejo que exporta microARNs del nucleo al
citoplasma RAN-EXP5-RCC1, ocasionando una acumulacién de los precursores en el
ndcleo y causando una disminucion en los niveles del microARN maduro en el
citoplasma, dicho mecanismo deberia afectar también, en teoria al miR-126-5p. En
nuestro caso, observamos una disminucién en la fraccién de LSC (BCR-ABL1+) vs. HSC
(BCR-ABL-) de pacientes por RT-qPCR, sugiriendo que el patrén detectado por esta
técnica, y no por secuenciacién masiva, es el que refleja la regulacion por parte de la
actividad quinasa de BCR-ABL1. En este contexto, cabe preguntarse por qué se observo el
patron opuesto en la secuenciacion masiva. Una posible explicacion que planteamos
(ademas de las fuentes de variabilidad generales ya descriptas) es que, si las fracciones
de pacientes utilizadas para la secuenciacién masiva correspondian a muestras de MO y
SP, mientras que aquellas utilizadas para la validacién correspondian todas a SP, el
patrén opuesto observado sugiere que los niveles de miR-126-5p podrian variar entre
ambos sitios. En este sentido, el trabajo de Zhang et al demostr6 que las células
endoteliales de la MO pueden transferir miR-126 a través de vesiculas extracelulares a la
fraccién de células primitivasi?4ang. Para poner a punto esta hipdtesis, seria de interés
comparar los niveles de miR-126-3p y miR-126-5p en muestras de MO y SP de los
mismos pacientes, en sus correspondientes fracciones LSC y HSC.

7) Se detecto una correlacion positiva entre los niveles de miR-125a-5p, miR-126-5p y
miR-10a-5p por RT-qPCR
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Este resultado sugiere una posible regulacién conjunta de miR-125a-5p, miR-126-5p y
miR-10a-5p, ya que dicha correlacién no pudo ser explicada por su localizacién genémica.
miR-10a y miR-125a pertenecen a la misma familia, con lo cual es posible que formen
parte de redes regulatorias relacionadas entre si. En este sentido, en un modelo de cancer
de pulmén, miR-125a result6 regulado a nivel transcripcional por p53 y NFkB114, mientras
que en un modelo de mielodisplasia, se observo que miR-10a puede mediar la sensibilidad
a apoptosis inducida por TNF-a a través de la regulacidon de los niveles de p53 y de la
actividad de la via NFkB!16, A su vez, esta descripto que la fraccion de LSC es
especialmente dependiente de la actividad de p539. Estos resultados sugieren que podria
existir algin mecanismo comun, en el que interactien miR-125a, miR-10a y p53 en la
fraccion de LSC.

Por otro lado, la observacion de que miR-126 y miR-125a son mediadores de la respuesta
a factores pro-angiogénicos!13115, y que su expresién correlaciona en las muestras
evaluadas, sugiere que ambos podrian participar de una misma via de sefializaciéon en
nuestro sistema.
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Capitulo V. Analisis in silico de microARNs

V.1. Introduccién

La identificaciéon de microARNs diferencialmente expresados en las poblaciones celulares
evaluadas permite al menos dos tipos de andlisis:

-la evaluacion de los perfiles de expresion en cada poblacidn;
-el estudio particular de cada microARN mediante ensayos funcionales.

Para ambos enfoques, utilizamos como punto de partida un andlisis in silico, dada la gran
cantidad de herramientas bioinformaticas y bases de datos disponibles para el estudio de
microARNSs. Las herramientas utilizadas consistieron en una combinacién de los siguientes
métodos:

1) Prediccidén de posibles blancos (ARNm)
2) Bisqueda de interacciones microARN-ARNm experimentalmente validadas

3) Cruce con listados de ARNm y proteinas desreguladas en células primitivas o
progenitoras de LMC.

Los algoritmos bioinformaticos de prediccién de posibles blancos (targets) de los
microARNs se basan en el modelo candnico de acciéon de los microARNs, mediante la
bisqueda de complementariedad entre la regiéon semilla del microARN (nucleétidos 2 a 8)
y la region 3'UTR de los ARNm, la prediccion de estabilidad del complejo ARNm-
microARN, y el grado de conservaciéon del sitio blanco presente en el ARNm. Cada
algoritmo otorga distinto peso a cada factor, resultando en rankings ligeramente
diferentes. Sin embargo, estos algoritmos no tienen en cuenta aquellos mecanismos de
accion de microARNs descriptos como no candénicos, como unién al 5'UTRS3, o baja
complementariedad entre la regién semilla y el blanco, que es compensada por regiones
complementarias hacia el extremo 3' del microARN 58. Por otro lado, tienen una alta tasa
de falsos positivos. Al agregar a las predicciones, los registros de interacciones
experimentalmente validadas, estos rankings se amplian, ya que no todas las interacciones
descriptas son candnicas.

Los experimentos de caracterizaciéon masiva (por ejemplo, secuenciacidon, microarrays,
espectrometria de masa) requieren para su publicacién que los datos sean almacenados
en repositorios de acceso publico o incluidos como anexos en las publicaciones mismas. La
disponibilidad de dichos datos es de gran utilidad, ya que permite comparar los resultados
propios con datos experimentales que tal vez no tengamos la posibilidad de generar.
Aprovechar este tipo de datos permite, ademads, ahorrar tiempo y recursos. En nuestro
caso, utilizamos dos listados de interés:

-un listado de ARNm proveniente de una caracterizacién del transcriptoma a nivel de
células Unicas, comparando la fracciéon de células primitivas Lin-CD34+CD38- (que
expresaban el ARNm de BCRABL) vs. Lin"CD34+CD38- (que no expresaban el ARNm de
BCRABL) de pacientes con LMC al diagndstico?;

-un listado de proteinas proveniente de la caracterizacién del proteoma por
espectrometria de masa, comparando la fraccion CD34* de pacientes con LMC al
diagnostico vs. CD34+ de dadores sanos (de leucaféresis o cordon umbilical)%.
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V.2. Anadlisis de perfiles de expresion

Con los listados de microARNs surgidos de la secuenciacién masiva se realiz6 un analisis
de las posibles vias de senalizacion diferencialmente involucradas en cada poblacion. Para
ello se utiliz6 la herramienta miRPath (DIANA tools), la cual realiza una buisqueda de los
blancos de cada microARN (mediante métodos de prediccién o bisqueda de interacciones
experimentalmente validadas), asocia dichos blancos a las vias de sefalizacién KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y términos GO (Gene ontology), y finalmente
realiza un andlisis de agrupamiento de microARNs (clustering) y enriquecimiento
significativo de vias KEGG o términos GO. Para este analisis sélo se tuvieron en cuenta las
interacciones microARN-target experimentalmente validadas (almacenadas en Tarbase),
exceptuando aquellos microARNs para los cuales no habia registro de tal tipo; en esos
casos se selecciond la herramienta de prediccidon de blancos microT-CDS (ver Materiales y
métodos).

En el caso de los microARNs diferencialmente expresados en la fraccién de LSC de
pacientes (pregunta A, capitulo IV), se observaron tres agrupamientos de microARNs (Fig.
5.1):

cluster 1: miR-10a-5p y miR-125a-5p: enriquecido principalmente en vias de

"metabolismo de acidos grasos", "biosintesis de acidos grasos", "via Hippo";

cluster 2: miR-708-5p, miR-2355-5p, miR-99b-5p, miR-196a-5p, miR-92b-3p, miR-
126-5p: enriquecido principalmente en vias de "interaccion receptor-matriz extracelular”,

"uniones adherentes", "proteoglicanos en cancer", via "Hippo";

cluster 3: miR-485-5p, miR-382-5p, miR-411-5p, miR-432-5p, miR-409-3p, miR-
323b-3p, miR-431-5p, miR-134-5p: enriquecido en vias de "interaccién receptor-matriz

extracelular”, "metabolismo de xenobidticos por citocromo P450", "enfermedades
causadas por priones".

Los agrupamientos 1 y 2 contienen microARNs sobreexpresados en LSC, con excepcién
de miR-708-5p. El agrupamiento 3 contiene microARNs subexpresados en LSC, con
excepcion de miR-411-5p (Fig. 5.1).

Las vias enriquecidas significativamente se detallan en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Vias de sefializacién asociadas a los blancos de los microARNs diferencialmente
expresados en LSC de LMC. Se muestra el niimero de genes y microARNs asociados a cada via.
Se consideraron sélo aquellos resultados con p-valor<0,001.

Via KEGG p-valor #genes #microARNs
Enfermedades causadas por priones 0 1 1
Biosintesis de acidos grasos 0 1 2
Interaccion receptor-matriz extracelular 0 15 5
Metabolismo de xenobidticos por citocromo 1,42E-10 3 1

P450

Proteoglicanos en cancer 1,84E-10 58 4
Via de seifializacion Hippo 4,5E-06 39 2
Metabolismo de acidos grasos 9,12E-06 4 2
Uniones adherentes 5,66E-05 17 1
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Fig. 5.1. Mapa de color de vias de sefializacion ennriquecidas en el listado de microARNs
diferencialmente expresados en LSC de LMC (miRPath, pathway union).

En el caso de los microARNs diferencialmente expresados en la fraccion de HSC de
pacientes (pregunta B, capitulo IV, listado reducido), se observaron dos agrupamientos de
microARNs (Fig. 5.2):

cluster 1: miR-224-5p, miR-181c-5p, miR-183-5p, miR-182-5p, miR-195-5p, miR-
20a-5p, let-7f-5p, let-7a-5p. Se observo un enriquecimiento en vias asociadas a distintos
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procesos proliferativos como "carcinogénesis viral", "vias en cancer”, "leucemia mieloide
cronica”. Los resultados también incluyeron vias enriquecidas en las LSC de pacientes,

como son "biosintesis y metabolismo de acidos grasos", "uniones adherentes”, "via

Hippo","proteoglicanos en cancer”, e ‘interaccién receptor-matriz extracelular”,

sugiriendo caracteristicas comunes con dicha fraccién.

cluster 2: miR-1304-5p, miR-629-3p, miR-362-5p, miR-5480-3p, miR-629-5p, miR-
144-3p, miR-654-3p, let-7c-5p. Se observd un enriquecimiento principalmente en la via de
"biosintesis de esteroides".

El agrupamiento 1 contiene microARNs subexpresados en la fraccién de HSC de
pacientes, mientras que el cluster 2 contiene microARNs con ambas tendencias (Fig. 5.2).
El listado de las vias enriquecidas significativamente se detalla en la tabla 5.2.

Tabla 5.2. Vias de sefializacién asociadas a los blancos de los microARNs diferencialmente
expresados en HSC de LMC. Se muestra el niimero de genes y microARNs asociados a cada
via. Se consideraron sélo aquellos resultados con p-valor<0,001.

Via KEGG p-valor #genes #microARNs

Biosintesis de acidos grasos 0 3 2
Via seiializacion Hippo 0 62 5
Carcinogénesis viral 0 98 5
Interaccion receptor-matriz extracelular 8,88E-10 20 3
Metabolismo de acidos grasos 1,22E-09 8 2
Degradacion de lisina 1,22E-09 23 4
Uniones adherentes 2,25E-06 42 4
Hepatitis B 5,09E-06 73 5
Ciclo celular 3,33E-05 68 4
Proteoglicanos en cancer 1,98E-03 80 4
Meiosis en oocitos 3,87E+0 47 2

0
Vias en cancer 4,76E+0 67 1

0
Glioma 1,09E+0 23 2

1
Biosintesis de esteroides 6,96E+0 3 4

1
Procesamiento proteinas en reticulo 9,12E+0 40 1

endoplasmico 1
Leucemia mieloide cronica 0,00016 34 2

78296
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Fig. 52. Mapa de color de vias de sefializacion para el listado de microARNs
diferencialmente expresados en HSC de LMC (miRPath, pathway union)

Estos resultados sugieren que las HSC de pacientes presentan una desregulacion a nivel
de varias vias de sefializacion, diferencidindose de las HSC de DS. Llamativamente, fue
mucho mayor el nimero de microARNs y vias desreguladas en esta comparacién que en la
pregunta A), sugiriendo una mayor divergencia fenotipica. La observacién de que esta
poblacién presenta una desregulaciéon del miRnoma implicaria que se trata de células con
un fenotipo alterado, posiblemente afectado por la coexistencia con las LSC y otras células
leucémicas.
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Por otro lado, los microARNs subexpresados en LSC resultaron, en general, ser los de
menor abundancia relativa, y similar entre si (Capitulo IV, Tabla 4.3). Analizando Ia
localizacién gendmica de éstos, encontramos que todos, excepto miR-708-5p, pertenecen a
los clusters gen6micos miR-379/miR-410 y miR-127/miR-136, ambos localizados en una
region del cromosoma 14 (14q32) caracterizada por sufrir imprinting (locus
DKkI1/DI03)125, La observacién de que los conteos de estos microARNs son menores en la
fraccién de LSC en comparaciéon con todas las restantes sugiere que esta regién podria
estar silenciada en las LSC por algin mecanismo epigenético. De acuerdo con esta
observacion, analizando los ARNs pequefios nucleolares (snoARNs) presentes en dicho
locus, se observd que 5/41 se encontraban subexpresados (GFOLD=|1|) en LSC o HSC de
pacientes, en comparacién con HSC de donantes sanos (Fig. 5.3). Revisando el GFOLD de
todos los microARNs de ambos clusters, se detecté que un gran numero de ellos se
encontraba subexpresado (GFOLD = |1]) en LSC vs. HSC de DS, aunque no pertenecian al
listado obtenido en la pregunta A debido a que los niveles de éstos no variaban entre las
fracciones LSC y HSC de pacientes (Fig. 5.3).
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miR-485/miR-323b/miR-154/miR-496
miR-377/miR-541/miR-409/miR-412
miR-369/miR-410/miR-656

ARN pequeiio nucleolar | GFOLD (HSC DS vs. LSC) | GFOLD (HSC DS vs. HSC LMC)
14q(11-24) 0,6 11
14q(11-21) 1,0 0
14q(11-15) 1,1 1
14q(11-22) 34 2,5
14q(11-9) 3,5 2,2

Fig. 5.3. Representacién grdfica de la region genémica que contiene a los clusters de
microARNs 14q32.2 y 14q32.1, y a un cluster de 41 snoARNs. Los genes con imprinting
paterno (DLK1, RTL1, DIO3) estdn en negro, y con imprinting materno (MEG3, anti-RTL1,
MEGS8) en lineas diagonales. Se indican en negrita aquellos microARNs subexpresados en LSC
vs. HSC de DS y vs. HSC de pacientes, en azul aquellos subexpresados en LSC vs. HSC de DS,
pero sin diferencias con respecto a las HSC de pacientes. Del total de snoARNs presentes en el
cluster, 5 se encontraron subexpresados (GFOLD 2[1]) en LSC o HSC de pacientes, en
comparacion con HSC de DS. Modificado del2s,

Por ultimo, dado que las asociaciones realizadas fueron basadas en aquellas
interacciones experimentalmente validadas (Tarbase), se consideré la posibilidad de que
los resultados obtenidos estén sesgados. Para poner a prueba este punto, se sometié al
mismo andlisis in silico a dos listados de 16 microARNs seleccionados al azar con GFOLD=0
(pero detectables en ambas fracciones) en la comparacién LSC vs. HSC de pacientes. Se
obtuvo un menor nimero de vias, microARNs y genes para ambos listados (tabla 5.3),
dando soporte a los resultados obtenidos previamente.
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Tabla 5.3. Vias de seiializacién asociadas a los targets de dos listados de microARNs con
GFOLD=0 entre LSC y HSC de LMC. Se consideraron sélo aquellos resultados con p-
valor<0,001.

Listado 1: hsa-mir-3136, hsa-mir-543, hsa-mir-3202, hsa-mir-1256, hsa-mir-1976, hsa-mir-
1185-1-3p, hsa-mir-639, hsa-mir-550a-3p, hsa-mir-548b-5p, hsa-mir-3136-5p, hsa-mir-939-5p,
hsa-mir-3134 hsa-mir-375, hsa-mir-1908-5p, hsa-mir-202-5p, hsa-mir-885-5p

Via KEGG p-valor #genes #microARNs
Biosintesis de acidos grasos 7,77E-16 1 1

Listado 2: hsa-mir-612, hsa-mir-650, hsa-mir-632, hsa-mir-564, hsa-mir-1225-5p, hsa-mir-135a-
5p, hsa-mir-3140-3p, hsa-mir-3200-3p. hsa-mir-1909-5p, hsa-mir-760, hsa-mir-3144-3p, hsa-mir-
3125, hsa-mir-3161, hsa-mir-3121-3p, hsa-mir-611, hsa-mir-1252-5p

Via KEGG p-valor #genes #microARNs
Interaccion receptor-matriz 0 22 3
extracelular

Via sefalizacion Hippo 2,21E-01 7 2

V.3. Analisis del novel-3

Sorpresivamente, el alineamiento de esta secuencia con el genoma humano (BLASTN)
arrojo como resultado que el mismo se encuentra codificado en el cromosoma 15, en la
region y cadena correspondiente a SCARNA15 (small Cajal body-specific RNA 15). Se trata
de un ARN de 127pb no codificante perteneciente a la categoria de ARNs pequeios
nucleolares (snoARNSs). A su vez, una busqueda en miRBase revelé homologia de secuencia
con miR-1839 presente en otras especies, mayoritariamente de mamiferos (Fig. 5.4).

GaNusd-24 - - - - - - - - - - ucuacocuadcugu
Capradi-22  @agauagac@gaacagguenug - - - - - - - - - - - -
AMomcebusd-22 - @@gUagaldgaacagguenegu - - - - - - - - - - -
wowel 2-22 - i)
Camizdd-22  aagguagauagaacaggueNug------------
Mesf-22 [@ageUagaudagaacagguenug - - - --- - - - - - -
Boz-24d  |@agaguagalagaacaggucuuguu- - - - .- -
Egunsti-22  |[@ag@guagausgaacagguenug---- - - - - - - - -
Sumfi-P2 aagguagauagaacagguenug--o-- - - - -
Grcetuluai-23 [@agguagalagaacagguenegy - - - - - - - - - - -
Rafusf1-7?  |dagguagauvagaacagguednug-------- - - - -

Fig. 5.4. Alineamiento miltiple de secuencias (CLUSTAL OMEGA) entre la secuencia del
novel-3 y las correspondientes a miR-1839 en otras especies reportadas en miRBase. En azul
se muestran los nucleétidos con mayor conservacion en las especies comparadas.

Con el objetivo de predecir posibles funciones, se realizé una bisqueda en miRPath de
vias asociadas a miR-1839 en la especie Mus musculus (ratén) (mmu-miR-1839-5p). Se
encontré una interaccién experimentalmente validada entre miR-1839 y un gen asociado a
"vias de sefializacién que regulan la multipotencia de células madre" (Skil) (tabla 5.4),
sugiriendo que la molécula descripta podria ser de interés para el subtipo de células en
estudio. Por otro lado, en el genoma de ratén, este microARN también coincide con un
scaRNA denominado "Mir1839-201 scaRNA".
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Tabla 5.4. Vias de sefializaciéon asociadas a los blancos experimentalmente validados de
mmu-miR-1839-5p. Se consideraron sélo aquellos resultados con p-valor<0,001.

Via KEGG p-valor #genes #microARNs
Reabsorcidn de agua regulada por 0,0124 1 1
vasopresina
Vias de seializacion que regulan la 0,0188 1 1
multipotencia de células madre
Enfermedad de Huntington 0,0188 1 1

V.4 Analisis de vias asociadas a los microARNs validados por RT-qPCR.

Con el objetivo de disefiar ensayos funcionales que nos permitan evaluar el efecto en el
fenotipo ocasionado por la desregulacién de los microARNs validados, se realizé una
busqueda extensa en bibliografia y mediante métodos bioinformaticos de posibles
funciones bioldgicas. En esta busqueda se incluyeron aquellos microARNs cuya prueba
global fue estadisticamente significativa: miR-196a-5p, miR-125a-5p, miR-92b-3p y miR-
10a-5p. Se excluyé a miR-126-5p por encontrarse extensamente estudiado en LSC de
AML y LMC 124127, gqunque se discutira brevemente su funcién en la discusion de este
capitulo.

Los analisis consistieron en:

1) Prediccidén de los posibles ARNm blancos de los 4 microARNs en simultaneo mediante
10 herramientas bioinformaticas de prediccion (DIANA-microT, miRanda, miRDB,
RNAhybrid, pictar(4way), pictar(5way), PITA, RNA22, TargetScan, miRWalk) con la
herramienta ChemiRs73;

2) Busqueda de vias moleculares (KEGG) asociadas a los ARNm blancos predichos
(ChemiRs y miRPath)

3) Busqueda de términos bioldégicos (GO) asociados a los ARNm blancos predichos
(ChemiRs y miRPath)

4) Busqueda en mirTarbase de los microARNs individuales. Esta base de datos almacena
evidencias experimentales de asociaciones microARN-ARNm por distintos ensayos
funcionales28,

Los resultados mas relevantes se listan en la Tabla 5.5, ordenados segun la significancia
estadistica calculada por el algoritmo de busqueda.
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Tabla 5.5. Ranking de las principales vias KEGG y términos GO asociados a hsa-miR-10a-5p,
hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-92b-3p y hsa-miR-196a-5p. Se muestran resaltados los términos
asociados a algtin tipo de proceso metabdlico.

Vias KEGG (ChemiR) Vias KEGG Términos GO Categorias GO
(miRPath-Tarbase) (ChemiR) (miRPath-
microT-CDS)
1. Metabolismo A. Biosintesis y 1. Glucélisis 1. Organela
metabolismo de canénica
acidos grasos
2. Cancer vejiga B. Via de 2. Homeostasis de 2. Procesos
sefalizacion Hippo, la glucosa celulares
LMC, uniones metabdlicos de
adherentes compuestos
nitrogenados
3. Detencidén y C. Degradacion de 3. Granulos 3. Procesos
recuperacion de la lisina, ribonucleoproteicos  biosintéticos
elongacion proteoglicanos en citoplasmaticos
(transcripcion) cancer

D. Biosintesis de
valina, leucina e
isoleucina;

4. Metabolismo de
fructosa y manosa

4. Regulacion
negativa de la
transicion epitelio-

biosintesis de mesenquimal
otros tipos de O-
glicanos
5. Biosintesis de E. Vias de 5. Regulacién de la
acidos grasos sefalizacion transcripcion

involucrada en la
transicion G1/S del
ciclo mitético

6. Unién de factores

insaturados que regulan la
multipotencia de
células madre

6. Metabolismo de

galactosa de crecimiento
7. Ritmo circadiano - 7. Unién de GTPasa
mamiferos Ran

8. Metabolismo de
acido alfa-linoleico
9. Translocacion de
SLC2A4(Glut4) a la
membrana plasmatica
10. Exportacién de
proteinas (al exterior
celular)

8. Morfogénesis del
sistema esquelético
9. Proceso
metabdlico de ARN
no codificante

10. Liberacién de
citocromo c de la
mitocondria

Resulté llamativo el enriquecimiento en vias relacionadas con distintos tipos de
metabolismo (vias KEGG-Chemir: 5/10, vias KEGG-miRPath-Tarbase: 2/5, términos GO-
Chemir: 2/10, categorias GO-miRPath-microT-CDS: 2/3), y en particular, procesos
anabdlicos o de biosintesis. Suponiendo el mecanismo canénico de acciéon de los
microARNSs, ésto implicaria una disminucién en los niveles de los ARNm blanco y/o de
las proteinas codificadas por ellos; en este caso resultaria en una inhibicién o atenuaciéon
de procesos biosintéticos. En linea con este hallazgo, recientemente se ha reportado que
la fraccién enriquecida en células primitivas/progenitoras de pacientes con LMC
depende de un metabolismo oxidativo aumentado: la comparacién del metaboloma entre
las fracciones CD34+ y CD34- de pacientes (y también vs. CD34+ de donantes sanos)
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evidencié un aumento en glicerol-3-fosfato y derivados de carnitina y acilcarnitina, y una
disminucién de 4cidos grasos libres. Los autores realizaron también ensayos funcionales,
en los que demostraron un aumento en la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial, y un
aumento de metabolitos del ciclo de Krebs y sus aminoacidos derivados (ej. glutamato y
aspartato)129.

Este resultado resalta el efecto pleiotréopico de los microARNs y su potencial como
biomarcadores: la busqueda bioinformatica de blancos predichos para s6lo 4 microARNs
sugirié un fenotipo alterado que concuerda con datos experimentales provenientes de
ensayos funcionales.

V.5. Seleccion de potenciales genes blanco de los microARNs validados por
RT-qPCR.

Con el objetivo de investigar genes blanco candidatos de los microARNs desregulados, se
realizé una seleccion de aquellos relacionados con procesos metabdlicos. Se utilizaron
tres listados de genes, pertenecientes a las siguientes listas hallmark?30:

AG: "hallmark metabolismo de acidos grasos”
FO: "hallmark fosforilacién oxidativa”
GL: "hallmark glucélisis"
Se realizaron intersecciones entre los siguientes conjuntos (Fig. 5.5):
1: potenciales ARNm blanco (predicciéon por 10 métodos, ChemiRs)
2: genes pertenecientes a cada categoria hallmark (3 listas)
3: ARNm desregulados %

4: proteinas desreguladas 95

2. Hallmarks AG (158),

FO (200) o GL (200)
1. ARNm 3. ARNm
t;lancos desregulados
predichos f{lé éS(lC ‘LSMC
(ChemiRs) 00 e
(1659) (400)

4. Proteinas desreguladas
en CD34* de LMC vs
CD34* de DS (53)

Fig. 5.5. Esquema de los conjuntos analizados indicando el niimero de genes en cada grupo.
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Se obtuvieron los siguientes resultados:
AG: hallmark "metabolismo de acidos grasos”

1) Un tUnico gen en comun entre las cuatro listas: UROD (uroporphyrinogen
decarboxylase), enzima involucrada en la sintesis del hemo. A nivel de ARNm y proteina,
este gen se encontré sobreexpresado en la fracciéon de LSC (ARNm) y CD34+ LMC
(proteina). El resultado de ChemiRs predice la interaccion entre UROD y hsa-miR-92b-

3p.

2) Doce genes en comun entre las listas 1 y 2.AG: UGDH, RDH11, ACAA1, FASN,
SLC22A5, HSP90AA1, GLUL, GRHPR, ALDOA, UROD, DLST, PTPRG. Tres de ellos son
predichos como genes blanco por varios métodos: UGDH (UDP-glucose 6-
dehydrogenase; 5 métodos para hsa-miR-10a-5p), RDH11 (Retinol dehydrogense 11; 5
métodos para hsa-miR-196a-5p) y ACAA1 (Acetyl-CoA Acyltransferase 1; 4 métodos
para hsa-miR-92b-3p).

GL: hallmark "glucélisis"

3) No se encontraron genes en comun entre las cuatro listas.Se encontré un tnico
gen en comun entre la lista 2.GL, los potenciales ARNm blanco de los microARNSs, y los
ARNm desregulados: PGAM1 (phosphoglycerate mutase 1). A nivel de ARNm, este gen se
encontré sobreexpresado en la fraccion de LSC. El resultado de ChemiRs predice
interaccion con hsa-miR-92b-3p y hsa-miR-196a-5p.

4) 18 genes en comun entre las listas 2.GL y 1: ALDOA, ENO1, TPI1, VEGFA, HK2,
PGAM1, PC, G6PD, EGFR, GOT2, SLC25A13, PDK3, B4GALT1, DDIT4, AURKA, PAM, PYGL,
FKBP4. Cinco de ellos son predichos como genes blanco por varios métodos: VEGFA
(vascular endothelial growth factor), HK2 (hexokinase-2) y B4GALT1 (beta-1,4-
galactosyltransferase 1), fueron predichos por 5 métodos para hsa-miR-125a-5p; DDIT4
(DNA damage inducible transcript 4) y AURKA (aurora kinase A) fueron predichos por 4
métodos para hsa-miR-92b-3p.

FO: hallmark "fosforilacion oxidativa"

5) No se encontraron genes en comun entre las cuatro listas. Se encontraron diez
genes en comun entre las listas 1, 3 y 2.FO: ATP5G3, COX7B, NDUFB6, NDUFB5, ATP5F1,
ATP5]2, VDAC3, VDAC1, PHB2, SLC25A5. NDUFB6 (NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit B6) y ATP5F1 (ATP Synthase Peripheral Stalk-Membrane Subunit B) son
predichos por 5 métodos para hsa-miR-10a-5p. Todos ellos se detectaron
sobreexpresados a nivel de ARNm en la fraccién de LSC.

6) 24 genes en comun entre las listas 2.FO y 1: ATP5G3, COX7B, NDUFB6, UQCRC2,
NDUFB5, ATP6V1F, ATP5F1, ATP5]2, VDAC3, ATP5G2, VDAC2, ABCB7, VDAC1, PHB2,
GOT2, SLC25A5, DLST, SLC25A4, ACAA1, TIMM50, MRPL35, GPI, OAT. Ocho de ellos son
predichos como genes blanco por varios métodos: NDUFB6 (NADH:Ubiquinone
Oxidoreductase Subunit B6), ATP5F1 (ATP Synthase Peripheral Stalk-Membrane Subunit
B) y TIMM50 (Translocase Of Inner Mitochondrial Membrane 50), fueron predichos por 5
métodos para hsa-miR-10a-5p; ATP6V1F (ATPase H+ Transporting V1 Subunit F) y
MRPL35 (Mitochondrial Ribosomal Protein L35) fueron predichos por 4 métodos para
hsa-miR-196a-5; ATP5G2 (ATP Synthase Membrane Subunit C Locus 2) fue predicho por
6 métodos para hsa-miR-125a-5p y ACAA1 (Acetyl-CoA Acyltransferase 1) fue predicho
por 4 métodos para hsa-miR-92b-3p.
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7) Independientemente de las listas hallmark, se encontraron 3 genes en comun
adicionales entre las proteinas desreguladas y los potenciales ARNm blanco de los
microARNs: ABR, BAK1, y CPD. S6lo ABR se detectd subexpresado a nivel proteico en la
fraccion leucémica. En particular, ChemiR predice la interaccion entre ABR (Active
breakpoint cluster region-related protein) y hsa-miR-92b-3p por 5 métodos. En
mirTarbase se reportan evidencias experimentales de la interaccién entre hsa-miR-92b-
3p, laregiéon 3'UTR de ABR y AGO1 en la linea celular HEK293131. También se observé una
correlaciéon negativa entre los niveles de microARN y ARNm en un set de datos
correspondiente a células madre embrionarias diferenciadas (R=-0,555; p=0,003;
GSE42095:" regulacion dinamica de las firmas de microARN y ARNm durante la
diferenciacién pancreatica in vitro"), sugiriendo una posible relevancia funcional de esta
interaccion.

V. 6. Conclusiones parciales y comentarios

A continuacién, se discuten las principales conclusiones extraidas a partir de los
resultados de esta tercera parte:

1) Las LSC y HSC presentes en pacientes con LMC al diagndstico presentan un patrén de
disminucién global de los niveles de microARNs con respecto a las HSC de DS.

Por secuenciaciéon masiva se observd que la mayoria de los microARNs expresados
diferencialmente (GFOLD=|2|) se encontraban subexpresados en pacientes vs. donantes
sanos: 88% en la comparaciéon LSC vs. HSC de DS (Fig. 5.6, a), y 86% en la comparacion
HSC de LMC vs. HSC de DS (Fig. 5.6, b). Este patrén concuerda con lo reportado en
bibliografia como disminucién global de los niveles de microARNs en cancer,
independientemente del tejido, tanto en muestras de pacientes como lineas celulares132.
En cambio, en la comparacién de LSC vs. HSC de pacientes (Fig. 5.6, c), el 23% de los
microARNs estan subexpresados en la fraccién de LSC. Estas tendencias se mantienen si se
consideran los microARNs con GFOLDz=|1]. Si se comparan las fracciones correspondientes
a DS, el 67% de los microARNs se subexpresan en los progenitores (Fig. 5.6, d).
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a. LSC vs HSC DS b. HSCLMC vs HSCDS c.LSCvs HSCLMC d. Prog. vs HSC DS

2,876 -3,63657 -4,11205 -2,81167
-2,70695 -3,47663 -4,00851 -2,80133
-2,0313 -3,08492 -3,62383 -2,57077
2,01793 -3,0391 -3,61191 -2,40533
2,07772 -2,36923 -3,61076 -2,33622
2,1318 -2,06799 -3,5973 -2,04696
2,15527 2,03388 -3,58063 2,015
2,27472 2,04624 -3,54201 -2,00936
2,28768 2,07654 -3,40483 -2,00071
2,34628 2,11522 -3,37445 2,01016
237414 2,14404 -3,32667 2,03954
245461 2,20212 -3,32302 2,04612
2,47879 2,27388 -3,27343 2,13256
2,67221 231173 -2,90772 2,40396
291919 2,32827 -2,90588 2,45806
2,98316 2,34854 -2,84068 2,47053
311675 2,35273 -2,74264 2,56067
335487 2,35319 -2,72374 2,56658
3,40507 2,4829 -2,7137 2,56855
341177 2,4957 -2,70218 2,61266
3,59807 2,53006 -2,59439 2,63659
3,63084 2,58483 -2,58398 2,64317
3,71306 2,61444 2,5776 2,9829
3,75513 2,66894 -2,47304 3,36366
376322 2,71658 -2,4439 3,67
4,3887 2,74879 -2,34491 397734
2,75793 -2,33048 4,08676
2,90637 -2,30851 4,78075
2,93952 -2,30791
3,0569 -2,27605
3,08552 -2,1718
3,08671 -2,1378
3,08789 -2,12024
3,10694 -2,11358
3,20363 -2,10729
3,33779 -2,10408
3,50008 -2,08634
3,63681 -2,07361
3,66252 -2,04242
3,79038 -2,01677
3,85427 -2,01672
39226 2,08765
5,13848 2,14498
5,44698 2,29828

2,53122
2,64894
2,80722
2,89645
291926
2,96473
339316
3,66335
3,82733

Fig. 5.6. Mapa de color de los valores de GFOLD para las cuatro comparaciones realizadas
con los datos provenientes de la secuenciacion masiva. Se consideraron sélo aquellos valores
de GFOLD=2|2| para simplificar su representacion grdfica. Las filas NO se corresponden con
los mismos microARNs. Los valores de GFOLD<0 (color verde) implican mayores niveles en la
fraccién de LSC (comparaciones a y c), HSC de LMC (comparacién b), o progenitores de DS
(comparacion d). Los valores de GFOLD>0 (color amarillo-naranja) implican menores niveles
en la fraccién de LSC (comparaciones a, y c), HSC de LMC (comparacidn b) o progenitores de
DS (comparacion d).

Respecto a la disminucién global de los niveles de microARNs en cancer, ain se
desconocen los mecanismos subyacentes. Un trabajo reciente ha demostrado, en lineas
celulares, que durante la pérdida de respuesta a la confluencia (asociada al proceso de
transformacién), la desregulacion en la via Hippo ocasiona la presencia de la proteina YAP
en el nudcleo, capaz de secuestrar a p72, proteina involucrada en la biogénesis de
microARNs. Este mismo mecanismo, en condiciones fisiolégicas, también estaria
involucrado en la disminuciéon de los niveles globales de microARNs en células en
proliferacion, con la via Hippo funcionando correctamente 133. Este mecanismo podria
explicar el patron observado en las comparaciones de fracciones de pacientes con DS (Fig.
5.5, a-b), y entre fracciones de DS (Fig. 5.5, d), ya que en este ultimo caso, los progenitores
son mas proliferativos. Sin embargo, el patrén observado en la comparacion de fracciones
LSC y HSC, ambas de pacientes, parece contradecir el modelo y resulta dificil de
interpretar, sugiriendo la existencia de mecanismos alternativos.
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2) El andlisis in silico de los perfiles de expresion de microARNs obtenidos por secuenciacion
masiva revelé un enriquecimiento para aquellos microARNs subexpresados en las HSC de
pacientes, en vias asociadas a procesos proliferativos.

Este resultado sugiere que las HSC presentes en pacientes, a pesar de no albergar la
mutacion BCR-ABL1, presentarian un fenotipo alterado en comparacion con aquellas HSC
provenientes de DS, sugiriendo la existencia de factores extrinsecos, probablemente
asociados a la coexistencia con células leucémicas. Por ejemplo, se ha postulado que las
células mesenquimales de la MO son capaces de transferir microARNs en vesiculas
extracelulares a células del sistema hematopoyéticol24. El andlisis de enriquecimiento en
vias moleculares resultd en una gran cantidad de vias proliferativas asociadas a los
microARNs subexpresados en las HSC de pacientes, lo que sugiere una desregulaciéon de
la proliferacion de las mismas.

Resulto llamativo también que el niimero total de microARNs desregulados fue mayor en
esta comparacion que en la de LSC vs. HSC de DS (Figs. 4.11 y 4.12). Una posible
explicacion a este patron es la inclusion de la poblacién CD38dim en la fraccion HSC de DS,
la cual incluye a progenitores multipotentes. Un estudio reciente caracterizé células
Unicas provenientes de muestras de MO de pacientes con LMC al diagnéstico (n=1263
células en total) por RT-qPCR, lo que permitio la identificacién de 7 subpoblaciones en la
fraccién Lin-CD34+CD38-/ow por analisis de agrupamiento no supervisado, que reflejaban
su estado de diferenciacion y proliferaciéon (subpoblaciones mieloides I a IV, linfoide,
megacariocito/eritroide y primitivas). Mientras que la poblacién BCR-ABL* estaba
conformada mayoritariamente por células de las subpoblaciones mieloide III/IV
(estadios mas diferenciados), la poblaciéon BCR-ABL- presentd una predominancia de
células de las subpoblaciones primitiva y mieloide 197. Esta correlaciéon entre
diferenciacion y BCR-ABL1 concuerda con observaciones previas, tanto nuestras
(capitulo 111, Fig. 3.1) como de otros autores88. Por citometria de flujo, hemos detectado
también que las LSC presentaban un patrén de CD45 vs. SSC solapado con el de las
células progenitoras CD38+ (Fig. 5.7).

CD34+

CDJ8-CD26- CDJ8-CD26+ cDag+

1 150K 150K 150K
100K 100K 100K -

50K - 50K - 50K -

L B rreny T T L b TreY TrveT TreT Lk B | Treer YT TreeT
3 5 2

o 10 10 10 o 0

i 10* 0 10" ~.:-3 10" 1 0 10" 10" 10 1
CD45 - PerCP CD45 - PerCP CD45 - PerCP

Fig. 5.7. Perfil representativo de los niveles del marcador de superficie CD45 vs. complejidad
interna (SSC) en un paciente con LMC al diagndstico. Se comparan las subpoblaciones
CD38-CD26 (HSC) y CD38-CD26* (LSC), con la poblacidn de progenitores CD38*.

3) La mayoria de los microARNs subexpresados en las LSC en comparacion con las HSC de
pacientes, pertenecen al locus DIk1-DI03, el cual puede sufrir imprinting.

Este resultado podria ser de potencial relevancia para el descubrimiento de mecanismos
novedosos de regulacidn de la expresidn génica en las LSC, ya que existen reportes de
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que la expresion de dicho locus esta enriquecida en la fraccién de LT-HSCs, y que los
microARNs codificados en dicho locus suprimen componentes de la via PI3K-mTOR,
restringiendo el metabolismo mitocondrial, mientras que el silenciamiento de este locus
por imprinting conlleva defectos funcionales en HSC de higado fetal!34. La observacién de
que los microARNs de este locus estan subexpresados en las LSC, de ser confirmada en
otra cohorte de pacientes, sugeriria que existen mecanismos epigenéticos de
silenciamiento en las LSC, y que las consecuencias funcionales de dicho silenciamiento
podrian estar relacionadas con algunas de las vias desreguladas en LSC, como la via
PI3K-Akt!35 y el metabolismo oxidativol29.

4) El novel-3 detectado por secuenciacion masiva y RT-qPCR corresponde a un ARN
pequefio derivado de SCARNA1S, y tiene homologia de secuencia con miR-1839 de otras
especies.

Los scaRNAs (small Cajal body RNA) son un subtipo de ARN pequefios nucleolares
(snoARNSs). Los snoARNs (60-300nt) han sido tradicionalmente implicados en procesos de
maduracidn de otras especies de ARN (principalmente modificaciéon post-transcripcional
de ARNs ribosomales y algunos ARNs que forman parte del spliceosoma), a través de su
asociacién con proteinas para formar particulas ribonucleoproteicas de localizaciéon
nucleolar. Los scaRNAs se localizan en los cuerpos de Cajal, organelas subnucleares
localizadas en el nucleoplasma. En los ultimos afios se han comenzado a estudiar los
snoARNs/scaRNAs como moléculas con posible asociacion a procesos patolégicos, aunque
su relevancia y los mecanismos implicados ain no han sido descriptos. Se ha observado
una disminucién global de estas especies en muestras de pacientes con mieloma
multiple136 y patrones especificos de expresién en leucemia mieloide agudal3’.

En el caso del ARN pequefio derivado de SCARNA15 (también denominado ACA45), se ha
demostrado que puede ser procesado por un mecanismo independiente de DGCR8/Drosha
y dependiente de Dicer, puede unir Agol y Ago2, y actuar como regulador post-
transcripcional de CDC2L6. En el trabajo lo denominan ACA45 sRNA (ACA45 small
RNA)138, En ratén, miR-1839 también esta incluido en un scaRNA, sin embargo la
nomenclatura de microARN ha prevalecido. No queda claro por qué esta molécula fue
catalogada como microARN en otras especies exceptuando humanos, si la pertenencia a un
gen de scaRNA se encuentra conservada. En este contexto cabe preguntarse, ;como se
define a los microARNs? ;Cudl es la divisién entre microARNs de biogénesis no canénica y
otros ARNs pequenos del tipo ACA45 sRNA? Algunos autores utilizan como criterio la
asociacién a proteinas Ago, por ej. mediante experimentos de inmunoprecipitacion!39,
aunque se han encontrado complejos de Ago2 con ARNt mitocondriall, o el ejemplo de
ACA45 sRNA. En un trabajo de revision reciente, se ha realizado la distincion de aquellos
microARNs de biogénesis no candnica que son transcriptos en tandem con o como parte
de otro tipo de ARN pequeiio, y se ha incluido en este grupo a ACA45 sRNASS. Sin embargo,
esta molécula sigue sin figurar en miRBase, el catdlogo de referencia para secuencias de
microARNSs.

5) Los microARNs validados experimentalmente tienen una alta asociacion con vias
moleculares correspondientes a procesos metabdlicos, especialmente procesos de biosintesis
de dcidos grasos.

El patrén detectado por métodos bioinformaticos concuerda con el descripto a nivel de
metaboloma y transcriptoma (de células tnicas) de la fraccién de LSC en pacientes con
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LMC. En el trabajo en el que caracterizan el metaboloma, se demostré que las LSC
dependen del metabolismo oxidativo en mayor medida que sus contrapartes mas
diferenciadas, y también con respecto a sus contrapartes normales. En este contexto, el
tratamiento con un antibidtico que inhibe la sintesis de proteinas mitocondriales
(tigeciclina) resulté efectivo para inhibir la capacidad stem y progenitora en muestras
provenientes de pacientes con LMC, en ensayos in vitro e in vivol29. En paralelo, mediante
secuenciacion del transcriptoma de células tinicas de pacientes con LMC al diagnoéstico se
detectéd un enriquecimiento en genes pertenecientes a los hallmarks "metabolismo de
acidos grasos", "adipogénesis”, "fosforilacion oxidativa" y "glucélisis” en la fracciéon de
células primitivas leucémicas BCR-ABL* vs. BCR-ABL- %. Resulta llamativo que estas
diferencias no pudieron ser detectadas en un analisis bulk realizado in silico con los
mismos datos, sugiriendo que el fenotipo alterado no es homogéneo, sino que
corresponde probablemente a una subpoblacién particular (o mas de una). En leucemia
mieloide aguda, se demostr6 que las LSC obtenidas de pacientes al diagnoéstico son mas
dependientes del metabolismo de aminodcidos para la fosforilaciéon oxidativa y
supervivencial4l. En algunos tumores so6lidos como cancer pancreatico también se
observé una mayor dependencia con la via de fosforilacién oxidativa en la fraccién de
células stem tumorales42. Estos resultados contrastan con la mayor dependencia de las
células tumorales con la via glicolitica, sugieriendo que se trata de un proceso especifico
de esta fraccion primitivas!43. Evidencias experimentales que vinculan el metabolismo de
lipidos con la capacidad de autorrenovaciéon de las HSC sugieren que ambos procesos
podrian estar vinculados en las LSC144. En esta linea, en un modelo murino de LMC, se
demostré que Alox5, enzima que cataliza la transformacién de acidos grasos en
leucotrienos, es una reguladora critica de la capacidad funcional de las LSC, pero no de
sus contrapartes normales!45.
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DISCUSION FINAL Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El primer objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar si la cuantificacién de los niveles de
carga leucémica en la fraccion de células primitivas y progenitoras podria tener un
impacto clinico para la identificacién de pacientes con distinta respuesta a la terapia con
ITK. Elegimos estudiar a la fraccién de células primitivas ya que el paradigma actual en
LMC es que las LSC son las iniciadoras de la enfermedad, responsables del mantenimiento
a largo plazo del clon leucémico, y posibles causantes de la recaida luego de la
discontinuacion del tratamiento. Los resultados obtenidos demostraron que los niveles de
carga leucémica en dicha poblacion, y también en la fraccion de células progenitoras,
disminuyen in vivo con el tratamiento con ITK, oponiéndose a la visidn clasica de que las
LSC son insensibles al efecto anti-proliferativo/pro-apoptético de los mismos. Sin
embargo, hay que tener en consideracion que los ensayos LTC-IC no son equivalentes a los
ensayos in vivo, considerados los ensayos modelo para evaluar la funcionalidad de las
células madre hematopoyéticas.

A los 6 meses de tratamiento, se detecté una menor carga leucémica en la fraccién
primitiva en los pacientes que presentaron respuesta 6ptima al tratamiento con ITK en
comparaciéon con aquellos que presentaron signos de advertencia o falla. En este
subgrupo, los signos de advertencia aparecieron rapidamente, en la mayoria de ellos,
antes del afio de tratamiento. Esto implica que el ensayo LTC-IC, el cual requiere de mucho
tiempo para la obtenciéon de los resultados (aproximadamente 2 meses), no seria
compatible con la rutina clinica. Sin embargo, los resultados sugieren que las fracciones
primitivas y progenitoras reflejan (o generan) lo que ocurre en células mas diferenciadas,
lo cual implicaria que los mecanismos que operan en ambos casos son los mismos. Es
decir, un paciente que presenta una buena respuesta en sangre periférica y MO al
tratamiento con ITK, se esperaria que también presente una buena respuesta en la
fraccidn de células primitivas y progenitoras.

La evaluacion mediante esta metodologia, de aquellos pacientes en RM profunda,
evidencié la baja sensibilidad del método, siendo que la frecuencia y/o los niveles de
expresion de BCR-ABL1 en la fraccién primitiva y progenitora fueron menores en estos
pacientes o resultaron indetectables. Dado que uno de nuestros objetivos principales era
poder cuantificar los niveles de carga leucémica en la fraccién primitiva de pacientes
candidatos a discontinuacién del tratamiento, los cuales presentan respuestas moleculares
profundas, sostenidas en el tiempo, la metodologia utilizada no resulté satisfactoria. Es
por ello que pusimos a punto la deteccion del clon leucémico a nivel de ADN genémico, ya
que asi nos independizariamos de los niveles del ARNm de BCR-ABL1. Para ello
implementamos una estrategia previamente publicada para la amplificacién de la region
correspondiente al punto de fusién en el cromosoma Philadelphia, seguida de
secuenciacion masiva del amplicon. Logramos optimizar la metodologia y asi disefiar
primers especificos para el seguimiento de los pacientes individuales, los cuales se
utilizaron para la deteccion a nivel de ADN gen6émico de colonias BCR-ABL1+ en ensayos
LTC-IC. Este método, sin embargo, tiene algunas limitaciones:

-la regién del punto de fusién BCR-ABL1 es una regidén genémica enriquecida en
regiones repetidas, secuencias palindrémicas, regiones de micro-homologia, y bajo
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contenido de GC en ABL1, que dificultan el disefio de primers 6ptimos y la obtencién de
una PCR de alta eficiencia y sensibilidad;

-la posibilidad de monitorear a los pacientes candidatos a discontinuar el
tratamiento depende de que se haya guardado una muestra de ADN al diagnoéstico, de
buena calidad, para poder realizar la secuenciaciéon del punto de fusién de forma
retrospectiva;

-la frecuencia de células BCR-ABL1* es baja en pacientes con RM profunda, por lo
que es necesario realizar el screening de una gran cantidad de colonias.

Este afio se ha iniciado el primer ensayo clinico de discontinuacién de ITK en Argentina
(AST, Argentina STOP trial), y como grupo de trabajo participante, tendremos acceso a
muestras de sangre periférica de estos pacientes, antes y después de la discontinuacion del
tratamiento. En este contexto, la posibilidad de evaluar la frecuencia de células primitivas
BCR-ABL1* a nivel genémico es de gran interés para poner a prueba la hip6tesis de que sus
niveles estan asociados a la posibilidad de discontinuar de forma segura. Al dia de hoy, no
se cuenta con marcadores prondsticos que permitan dividir a los pacientes en grupos con
mayor o menor probabilidad de alcanzar el TFR. En este contexto, la cantidad de LSC
residuales previo a la discontinuacién, podria ser un factor a tener en cuenta. Las
evidencias que hay hasta el momento apoyan, sin embargo, a la hipétesis alternativa,
aquella que sostiene que la presencia de LSC es independiente de la posibilidad de
alcanzar el TFR. Entre estas evidencias se encuentran:

-la deteccion de LSC a nivel de transcriptos BCR-ABL1 mediante ensayos LTC-IC, en
pacientes que lograron mantener el TFR, y la no detecciéon de LSC en pacientes que
presentaron recaida molecular luego de la discontinuacion!4s. Estos resultados son muy
relevantes, sin embargo, se pueden plantear dos objeciones: el ensayo LTC-IC realizado fue
de 5 semanas en vez de 6 semanas, con lo que los autores evaluaron una fraccién menos
primitiva83; la deteccion a nivel de transcriptos tiene las limitaciones antes descriptas, con
lo cual en los pacientes en los que no se detectaron LSC, tal vez se podrian haber detectado
anivel de ADN gendémico;

-la deteccion del clon leucémico a nivel de ADN gendmico en pacientes que
discontinuaron y lograron el TFR!47; lo mas llamativo de los resultados obtenidos en este
trabajo, es que los niveles de carga leucémica continuaron disminuyendo una vez
suspendido el tratamiento, como asi también en aquellos que presentaron recaida
molecular y retomaron la medicacién. La consideracién que aplica en este caso es que la
cuantificacién se realiz6 en sangre entera, y no en la fraccion de LSC.

Estos resultados sugieren que existen otros factores, independientes de las LSC, que
influyen en la posibilidad de discontinuar el tratamiento y alcanzar el TFR. En particular, la
participacién del sistema inmunolégico es una de las posibilidades que mas interés ha
despertado, dado que existen algunas evidencias que apoyan esta hipétesis. Entre ellas, se
detect6 que aquellos pacientes que lograron el TFR tenian, al momento de la
discontinuacioén, mas células Natural Killer (NK) maduras en SP que expresaban CD57 y
CD16, en comparacién con los que presentaron recaida molecular en los primeros 6 meses
de discontinuar el IM8, Otros autores reportaron que las células dendriticas
plasmacitoides que expresaban CD86 (ligando del checkpoint inmunolégico CTLA-4)
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estaban asociadas con la presencia de células T CD8* con fenotipo exhausto, y con una
mayor probabilidad de recaida molecular!®. En este contexto, seria de interés evaluar si la
combinacién de parametros inmunolégicos con los niveles de LSC a nivel de ADN
gendmico podria funcionar como factor prondstico de alcanzar el TFR.

Otra hipdtesis es que, dada la baja frecuencia con la cual las LSC se replican, es necesario
que transcurra mucho tiempo para la erradicacién del clon leucémico!50151, Dadas las
evidencias de que las LSC tienen menor capacidad "stem" que sus contrapartes normales,
es posible que el clon leucémico se agote antes que el reservorio de HSC, lo cual aseguraria
el restablecimiento a largo plazo de la hematopoyesis normal. En este sentido, los
resultados obtenidos en esta tesis apoyan dicha hipétesis. De ser asi, sin embargo, no se
sabe qué es lo que determina que, en algunos pacientes, el clon leucémico se agote antes
que en otros. Seria de interés evaluar si existen factores extrinsecos, presentes en el nicho
de la MO, capaces de regular la capacidad de autorrenovacién de las LSC, y que estos
factores difieran en aquellos pacientes que logran el TFR vs. aquellos que no.

Dadas las diferencias observadas en la capacidad de autorrenovacién de las LSC, nos
propusimos explorar los mecanismos moleculares que podian estar mediando dichas
diferencias, a través del estudio del patrén de expresiéon de microARNs. Elegimos estudiar
el perfil de expresion de microARNs ya que, por un lado, han sido poco explorados en la
fraccion de LSC de pacientes con LMC; y por el otro, se trata de un sistema de menor
dimensionalidad que el estudio de los ARNm o proteinas. En este sentido, trabajos de otros
autores han demostrado que los perfiles de microARNs pueden ser igual o mas
informativos que los de ARNm. Por ejemplo, en el trabajo de Lu et al, 1a evaluacion global
de los niveles de microARNs permitié la distincion entre tumores de distinto origen, y
logré mejores agrupamientos de las muestras que el perfil de ARNm?32,

El desarrollo de un organismo multicelular requiere la implementacién de muchos
mecanismos de control para poder definir (y mantener) patrones precisos de expresion
génica en distintos tejidos, tipos celulares, y estadios de desarrollo. La robustez se puede
definir como la capacidad de un sistema de mantener su funcién a pesar de recibir
perturbaciones internas o externas. En este sentido, algunos autores han propuesto que la
regulaciéon mediada por microARNs otorga robustez a un proceso bioldégico, mediante la
reduccion de la variabilidad célula-célula ("ruido") en la expresién de ciertos genes en un
contexto determinado, por €j. en una regién del embrién durante el desarrollo!s2. Es decir,
los microARNs, que suelen ser menos abundantes que los ARNm, tal vez no sean
responsables de "encender” o "apagar"” un programa transcripcional determinado, pero a
través de la regulacidn fina, post-transcripcional, de los niveles de ARNm y/o proteinas,
pueden contribuir a delimitar y mantener estables dichos programas de expresidn génica
especificos. En este contexto, la observacidn de que los genes con expresion especifica de
tejido tienden a tener ARNm cuyas regiones 3'UTR son mads largas, con mas sitios de unién
a microARNSs, que aquellos transcriptos de expresion ubicualss, sugiere la participacion de
los microARNSs en la definicion de patrones especificos de expresion.

Los resultados obtenidos a partir de esta caracterizacién evidenciaron:

-una disminucién global de los niveles de microARNs en la fraccién de LSC y HSC
de pacientes en comparacion con las HSC de donantes sanos;
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-tanto en la comparaciéon de LSC vs. HSC de pacientes, como en la de HSC de
pacientes vs. HSC de dadores sanos, se observo el agrupamiento de los microARNs
subexpresados y sobreexpresados segun las vias moleculares asociadas a sus posibles
blancos, sugiriendo mecanismos conjuntos de desregulacion;

-un enriquecimiento en vias asociadas a distintos procesos metabolicos en las LSC
y HSC de pacientes, a través de microARNs que fueron validados por RT-qPCR;

-un enriquecimiento en vias asociadas a interaccion receptor-matriz extracelular,
proteoglicanos en cancer y via Hippo en las LSC y HSC de pacientes;

-un enriquecimiento en vias proliferativas en las HSC de pacientes, sugiriendo un
fenotipo alterado a pesar de no albergar la mutacién BCR-ABL1;

-la disminucidn en los niveles de un conjunto de microARNs y snoARNs localizados
en la regidon 14q.32, susceptible de sufrir imprinting, en las LSC con respecto a HSC de
dadores sanos.

A partir de estos resultados surgieron nuevas preguntas:

1) Dadas las evidencias recientes de otros autores de que la fracciéon de LSC de
pacientes con LMC presenta un metabolismo oxidativo aumentadol?9, ;podrian los
microARNs desregulados ser mediadores de este mecanismo? De ser asf, ;la desregulacién
estd relacionada a la actividad quinasa de BCR-ABL1? Como perspectivas futuras,
evaluaremos la relevancia funcional de dichos microARNs en modelos in vitro. Los
primeros ensayos funcionales que realizaremos seran ensayos de susceptibilidad al
tratamiento con tigeciclina (antibiético que inhibe la sintesis de proteinas mitocondriales),
y la medicién de parametros asociados al metabolismo oxidativo (como tasa de consumo
de oxigeno mitocondrial), en células en las que hayan sido inhibidos los microARNs de
interés.

2) Respecto a la observacién de que las HSC de pacientes presentan un perfil de
expresion de microARNs desregulado, ;cudl es el rol del microambiente en dicha
regulaciéon? ;qué ocurre en esta fraccién durante el tratamiento con ITK? Al ser
progresivamente eliminadas las células leucémicas, ;se restauran los niveles de
microARNs en las HSC?

3) Respecto al patrén de disminucioén de los niveles de microARNs pertenecientes
al cluster 14q.32 detectado en la fraccion de LSC, ;es comun a otros pacientes con LMC?
¢(Existe algin mecanismo epigenético asociado a dicha desregulacion? ;cuales son las
consecuencias funcionales de esta disminuciéon?

Por ultimo, los resultados obtenidos en esta tesis, aunque fueron realizados con muestras
de pacientes con LMC, podria ocurrir que sean informativos de los procesos que ocurren
en la fraccion de células primitivas en otras patologias. En las LSC de leucemia mieloide
aguda, por ejemplo, también se ha reportado un patrén metabdlico alterado,
particularmente dependiente de los aminoacidos para la fosforilacion oxidatival4l. Seria de
interés explorar si los microARNs validados en nuestro sistema también estan
desregulados en dicha patologia.
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Anexo I. Secuenciacion masiva de la fraccion de ARNs pequeiios (TruSeq-
IIlumina HiSeq 2500)

1) Graficas de calidad de las secuencias
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Pool 2 LMC CD34+ CD38- CD26- (HSC):

Read lengths distribution after trimming
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Pool dadores sanos, CD34+ CD38+ (Progenitores):

Read lengths distribution after trimming
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Pool dadores sanos, CD34+ CD38-/dim (HSC):

Read lengths distribution after trimming
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No. lecturas totales

Tamatio (microARNs conocidos)
Pool 2, LMC, LSC 200,8 MB 7.805.354
Pool 2, LMC, HSC 270,29 MB 6.276.876
Pool DS, Progenitores 441,53 MB 8.454.981
Pool DS, HSC 262,11 MB 11.233.176
3) Analisis de microARNs novel por miRDeep2
LSC HSC HSC Progenitores
(LMC) (LMC) (DS) (DS)
# precursores totales 587 230 711 532
# Novel 223 86 282 187
score promedi(? (precursores 7117 5519 8751 7458
conocidos)
score promedio (novel) 39 15 7,2 4,5
# novel (score mayor a 1) 32 12 43 25
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Score miRDeep2 Conteos L(;S:ll:,)ﬁicé:n

LMC DS LMC DS
LSC HSC | Prog HSC | LSC HSC | Prog HSC | Crom. Heb.
Novel_miR 1 | 1,26 1,26 | 1,26 1,26 | 141 59 191 150 | chr5 +
Novel miR 2 | 1,45 1,45 | 1,45 1,45 40 18 17 22 chr2 +
Novel_ miR 3 | 1029 1512 | 904 1465 | 1459 2623 | 1483 2128 | chrl5 +
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Anexo II. Secuencias de primers y sondas

Primers y sondas para la detecciéon de BCR-ABL1 y ABL1 por RT-qPCR

ABL1 Fw (ENF1003)

GGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT

ABL1 Rv (ENR1063)

GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

BCR-ABL1 p210 Fw (ENF501)

TCCGCTGACCATCAAYAAGGA

BCR-ABL1 p210 Rv (ENR561)

CACTCAGACCCTGAGGCTCAA

Sonda ABL1 (ENPr1043)

CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT

Sonda BCR-ABL1 p210 (ENP541)

CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA

Primers stem-loop para la retrotranscripcion de microARNs

hsa-miR-92b-3p

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGAGGC

RT
hsa-miR-125a-5p | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACAG
RT
hsa-miR-182-5p | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAGTGT
RT G
novel-3 RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCAAGAC

hsa-miR-2355-
5p RT

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTGTCC

hsa-miR-126-5p
RT

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGCGTA

hsa-miR-132-3p

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGACCA

RT

hsa-let-7a-5p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTTCTAT
RT

hsa-miR-10a-5p | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCACAAA
RT

hsa-miR-196a- | GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCCAAC
5pRT

Primers Fw para la qPCR

hsa-miR-92b-3p

TGCATTTCTATTGCACTCGTC

Fw
hsa-miR-125a-5p | TGATCCCTGAGACCCTTTAAC
Fw
hsa-miR-182-5p | GGTTTGGCAATGGTAGAACT
Fw
CGGACTGAAGGTAGATAGAACAG
novel-3 Fw
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hsa-miR-2355- | TCGAAGATCCCCAGATACAAT
5p Fw
hsa-miR-126-5p | CAGCGGCATTATTACTTTTGG
Fw
hsa-miR-132-3p | CTCGGTAACAGTCTACAGCCA
Fw
hsa-let-7a-5p | GCGGTGAGGTAGTAGGTTGT
Fw
hsa-miR-10a-5p | GGCTACCCTGTAGATCCGAA
Fw
hsa-miR-196a- | GCGTCGTAGGTAGTTTCATGTT
5p Fw
SnARN U6 Fw GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT
Primer Rv para la qPCR
Primer Rv GTGCAGGGTCCGAGGT
universal miRNAs
snARN U6 Rv CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

Primers para PCR long range del punto de fusién BCR-ABL1 en ADN genémico

Primers BCR Fw

BCRB2F (exén 13) ACTCGTGTGTGAAACTCCAGACT
BCRB3F (ex6n 14) TGGGTTTCTGAATGTCATCGTCC
Primers ABL1 Ry, sets multiplex

Set A

ABL1AR AACACGGAGAAGTGGCAAACCTC
ABL2AR TAAGGCAGTTACCAGGAAGCATTT
ABL3AR GGAAGGAGGAGGAAATGACAGCA
ABL4AR ACTGTTCACTAAGTGGCACTGTG
ABL5AR CATGATGTGCTTTGCAGGGTAGC
Set B

ABL1BR GATCTGAAGCACAAGCACGGTTC
ABL2BR GGAACAGGAATCCTAATGGCCAAC
ABL3BR ACATGGGGCACAGTCTCTTGATG
ABL4BR AGGAATGGGTATGCTGGGGTTG
ABL5BR ATGGAATGACTCCCACCTGAAAG
Set C

ABL1CR AAGCCACTGGCACACTTCATACG
ABL2CR TGGACCAGGCTTTAGCCCTATCA
ABL3CR CCCGCAGTATCCCTCAAAATCAG
ABL4CR ACATGAGGTTTGCAGAAGCACCA
SetD

ABL1DR AGCCATAACCATTCTCCCAAGCA
ABL2DR ACCAAAGCCTCCCCTTGTACCTC
ABL3DR TCATGGAGAAAGGGGGAGAACTG
ABL4DR CCAGAAGAACACCCCAAGAAGGA
ABL5DR AAACATTCTGCCGCATCTGGATT

135




Primers paciente-especificos para la detecciéon de BCR-ABL1 en ADN gendémico

Tamafio estimado del producto

de PCR
N22 Fw 2 GAACCTTATTACACTTCGAG 456pb
N22 Rv 2 AGTAGAGACAAAGTTTCACC
N22 Fw AGAGTTAGCTTGTCACCT 166pb
N22 Rv CTCATTAGCTATAACTCTGC
N38 Fw BCR_1 GCAGGTGGATCGAGTAATTG 235 pb
N38 Rv ABL TGCTTGAGCCAAACAAATGG
N38 Fw BCR_2 AGCAGATTTGGCTGCTCTGTC 113 pb
N38 Rv ABL TGCTTGAGCCAAACAAATGG
N35 Fw BCR TCATGGACCCCAAACTTGTTC 103 pb
N35 Rv ABL GGCCAGGTAAATTCAGACCAC
N35 Fw BCR TCATGGACCCCAAACTTGTTC 209 pb
N35 Rv ABL1 GCATTGACTTCTGCCAGCTAAC
MP5920 Fw BCR_ext | TTAGGAGCAGTTTCTCCCTGAG 389 pb
MP5920 Rv ABL_ext CGGTGAAGCCCCGTCTC
MP5920 Fw BCR_int AGCAGACGCTCCTCAGATG 253 pb
MP5920 Rv ABL_int | GCACCTGTAGTCCCAGCTACTC
B-RAF-S Fw TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG 227 pb
B-RAF-S Rv GCATCTCAGGGCCAAAAAT
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