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Introduccién

1. Introduccién
1.1. Caracteristicas generales de la leucemia linfocitica créonica

La Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) es la neoplasia a células B mas frecuente
del adulto en occidente. Se caracteriza por la acumulacion de linfocitos B maduros CD5
positivos en sangre periférica (SP), médula ésea (MO), érganos linfoides y bazo (Hallek
2008). Si bien originalmente se considerd que se trataba de una enfermedad estable que
se originaba en la simple acumulacion de linfocitos B quiescentes como consecuencia de
una disminucion de la apoptosis, estudios posteriores demostraron la presencia de
linfocitos tumorales con una alta capacidad proliferante (Messmer et al, 2005; Damle et
al, 2010; Kikushige and Miyamoto, 2015). Esta poblacién que se duplica activamente
representa entre el 0.1-1% del clon leucémico y ha sido correlacionada con una forma

mas agresiva de la enfermedad (Palacios et al, 2015).

La LLC presenta una mayor incidencia en hombres, con una relacion hombre:mujer
de 1,7:1; afecta principalmente a personas mayores de 60-65 afios, incrementandose hacia
la séptima década de vida, con una edad media al diagnostico de 70 afios en hombres y de
74 afios en mujeres (Muller-Hermelink et al, 2008; Zenz et al, 2010). A pesar de ser rara
su aparicion en menores de 50 afios, actualmente hay un mayor porcentaje de casos con
diagnostico temprano (aproximadamente 20%), que por lo general constituyen un
hallazgo en un hemograma de rutina en pacientes totalmente asintomaticos (Dighiero and
Hamblin, 2008).

El cuadro clinico se caracteriza por la proliferacion clonal y acumulacién de células
B, CD5+/CD23+ en SP (>5x10%L), linfadenopatias, adenomegalias, hepato-
esplenomegalia, infecciones recurrentes, falla medular, anemia y plaquetopenia en las
formas mas avanzadas, y usualmente fendmenos autoinmunes asociados (anemia
hemolitica, pdrpura trombocitopénica autoinmune) (Chiorazzi et al, 2005; Zens et al,
2010). Cuando la enfermedad involucra SP y MO, recibe el nombre de LLC, mientras
que si ocurre infiltracion de nddulos linfaticos u otros tejidos por células B con
morfologia e inmunofenotipo de LLC pero sin manifestaciones leucémicas, recibe el

1
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nombre de linfoma de linfocitos pequefios (LLP) (Hallek et al, 2008; Santos and O Brien,
2012). En este caso, el nimero de linfocitos B en SP debe ser menor a 5x10%L vy el
diagnostico debe ser confirmado por evaluacion histo-patoldgica mediante biopsia de
ganglio linfatico (Hallek, 2015). Ambas patologias son consideradas por la World Health
Organization (WHO) (Muller-Hermelink et al, 2008) como manifestaciones diferentes de
una misma entidad tomando como base las caracteristicas citoldgicas, histopatologicas,

inmunofenotipicas y citogenéticas.

El curso clinico de la LLC es altamente variable con un amplio rango de sobrevida,
entre unos pocos meses y mas de una decada a partir del diagndstico. Aproximadamente
un tercio de los casos permanecen asintomaticos por muchos afios sin necesidad de
tratamiento, con una expectativa de vida similar a la de la poblacién general, otro tercio
presenta una fase inicial indolente seguida de progresion y muerte por causas ligadas a la
patologia, mientras que el tercio restante debuta con enfermedad agresiva, requiriendo
tratamiento inmediato (Dighiero, 2003; Chiorazzi et al, 2005). La LLC puede estar
precedida por una entidad pre-maligna denominada MBL (monoclonal B lymphocytosis)
caracterizada por la presencia de una poblacién clonal B <5x10%L sin adenopatias,
organomegalias, citopenias u otros sintomas relacionados a LLC, y con una tasa de
progresion a LLC de 1-2%/afo (Rawstron et al, 2008; Matos and Falcdo, 2011; te Raa et
al, 2012). Las terapias disponibles pueden inducir la remision de la enfermedad, pero
como la mayor parte de los pacientes recaen, actualmente hay consenso en que la misma

es aun incurable (Murray et al, 2013).

En cuanto al diagndstico de la LLC, el mismo se basa en: 1) recuento de linfocitos
de morfologia caracteristica mayor a 5x10°%/L de al menos tres meses de duracién; 2)
andlisis de clonalidad del inmunofenotipo por citometria de flujo (Muller-Hermelink et
al, 2008; Hallek, 2015). A nivel morfoldgico, en SP se observan linfocitos pequefios,
maduros con escaso citoplasma y cromatina densa, pudiendo encontrarse también células
de mayor diametro de tipo prolinfocito. Las células de LLC co-expresan el antigeno (Ag)
de células T CD5 y los Ags de superficie de las células B: CD19, CD20 y CD23 (Hallek
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et al, 2008). Los niveles de CD20, CD79b e inmunoglobulinas de superficie (Igs), son
particularmente bajos comparados con aquellos encontrados en células B de donantes
sanos (Ginaldi et al, 1998; Moreau et al, 1997; Dighiero and Hamblin, 2008). Cada clon
de células leucémicas presenta restriccion de una de las cadenas livianas kappa o lambda.
Si bien pueden observarse variaciones en la intensidad de la expresion de estos
marcadores, el patron inmuno-fenotipico constituye una herramienta muy Util para
diferenciar la LLC de otras neoplasias linfoides (Figura 1).
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Figura 1. Diagnéstico diferencial de linfocitosis CD19+ (Adaptado de Dupont et
al, 2015).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la LLC es la leucemia mas frecuente en
Occidente, correspondiendo aproximadamente al 30% del total de las leucemias, con una
incidencia de 4-6,5/100.000 habitantes por afio (Smith et al, 2011; Marcos-Gragera et al,
2011; Shenoy et al, 2011). En particular, datos provistos por el Instituto Nacional del
Cancer de Estados Unidos (http://seer.cancer.gov/statfacts/html/clyl.html) muestran que
para el periodo 2008-2012 la incidencia fue de 4,5/100.000/afio, y el nimero de muertes

fue de 1,4/100.000/afio. La incidencia en las poblaciones asiaticas y afroamericanas es
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significativamente menor (~10% de las leucemias) con respecto a la del mundo
occidental y se mantiene incluso ante los movimientos migratorios, alejando asi la
hipotesis de factores ambientales predisponentes (Chang et al, 2006; Dores et al, 2007).
Simultaneamente, es muy poca la informacion respecto de la incidencia de LLC en los
paises de Ameérica Latina, existiendo un reporte de México y paises del norte de la cadena
Andina, con alto componente de poblaciones indigenas, en los que se observa una
frecuencia Ilamativamente baja (Ruiz-Arguelles et al, 1999), en tanto que datos de
Uruguay indican una incidencia de 5,3/100.000 habitantes/afio, similar a la observada en

los paises de Europa occidental (Moro et al, 2009).

Si bien no se describi6 un patrén genético hereditario caracteristico, se sabe que la
LLC, al igual que otras neoplasias linfoides, tiene mayor frecuencia que la esperada en
familiares de primer orden (Mauro et al, 2006; Sellick et al, 2006; Houlston and
Catovsky, 2008; Goldin et al, 2009). Estas familias parecen tener herencia Mendeliana
autosomica dominante (Sellick et al, 2006; Brown et al, 2012), observandose que el 6 a
9% de estos pacientes poseen antecedentes de LLC en su historia familiar, mientras que
otro 12% reportan casos con otros sindromes linfoproliferativos (Houlston et al, 2003;
Mauro et al, 2006; Brown, 2008; Tjonnfjord et al, 2012; Brown, 2013). Ademas, se
detecta el fendmeno de anticipacion, definido como la presentacion de la enfermedad en
familiares directos en edad mas temprana en las sucesivas generaciones (Yuille et al,
2000; Caporaso et al, 2004; Alexandrescu and Wiernik, 2007). Al presente se desconoce
el mecanismo molecular implicado en este fendmeno, no habiéndose observado la
expansion de secuencias trinucleotidicas caracteristica de las enfermedades
neurodegenerativas (Auer et al, 2007). Estudios recientes han identificado numerosos
genes o locus de riesgo que podrian estar asociados a la agregacion familiar (2913,
2037.1, 6p21.3, 6p25.3, 11924.1, 13921.33-922.2, 150923 y 19913.32) (Di Bernardo et al,
2008; Slager et al, 2011; Davids and Burger, 2012), lo que sugiere el posible aporte de
multiples genes (Goldin and Slager, 2007) o bien la presencia de polimorfismos en genes
predisponentes a LLC familiar (Rudd, 2006; Auer et al, 2007). A nivel clinico, se ha
reportado que la LLC familiar y esporadica muestran una distribucion similar de estadios
al diagndstico y luego de una sobrevida de 10 afios (Mauro et al, 2006). Interesantemente,
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existen trabajos que muestran la existencia de una historia familiar mas comun en
mujeres que en varones (Mauro et al, 2006; Crowther-Swanepoel et al, 2010), por lo que
la proporcidn tipica de LLC entre hombres y mujeres se veria modificada en la LLC
familiar (Brown, 2013). Si bien los datos son limitados, las caracteristicas bioldgicas y
clinicas de la LLC familiar y esporadica resultan similares con una ligera predominancia

de marcadores de bajo riesgo en la primera.

1.2. Origen del linfocito B de la LLC

La maduracién de los linfocitos B se produce en la MO, proceso durante el cual se
rearreglan los genes de la region variable (V) de las inmunoglobulinas (Ig), originando
una molécula que formara parte del receptor de células B (BCR), responsable del
reconocimiento antigénico. Al generarse este reconocimiento antigeno-especifico, la
célula B ingresa al centro germinal (CG) de los foliculos linfoides. Este proceso ocurre en
la llamada “zona oscura” del CG y se acompafa de hiper-mutacion somatica (HMS),
mecanismo por el cual se introduce un alto nimero de mutaciones en los segmentos V de
las cadenas pesada (VH) y liviana (VL) de las Ig, sitio de unién al Ag. Posteriormente, las
células hiper-mutadas migran a la “zona clara” del CG y se seleccionan aquellas que
adquirieron mayor afinidad por el Ag. Por el contrario, las células con mutaciones
desfavorables (de baja afinidad o auto-reactivas) mueren por apoptosis. Estas vias de
seleccion usualmente requieren de la presencia de linfocitos T en el CG los cuales
interacttan con las células B en una respuesta inmune T-dependiente (TD). Sin embargo,
este proceso también puede ocurrir en ausencia de células T y fuera del CG, en la zona
marginal de los foliculos linfoides, llamada respuesta inmune T-independiente (TI).
Ambos procesos, TD y TI, originan células plasmaticas o células B de memoria post-
reconocimiento antigénico. A su vez, dentro del CG existe migracion celular entre las
zonas clara y oscura, donde las células seleccionadas positivamente sufren varias rondas
de proliferacion, mutacion y seleccion antes de completar el proceso de diferenciacion y
abandonar el CG (Chiorazzi et al, 2005; Zenz et al, 2010).

Al presente existen numerosos aspectos sin resolver en la LLC, entre los cuales sin

duda adquiere relevancia conocer el origen del linfocito B caracteristico de esta patologia,
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asi como su contrapartida normal, habiéndose desarrollado diferentes hipdtesis al
respecto. Una hipotesis inicial sostiene que la transformacion maligna sobreviene en
diferentes estadios del desarrollo del linfocito B. Las células que expresan Igs con sus
genes VH sin que haya ocurrido el proceso de HMS, serian originadas a partir de un
linfocito B naive que aln no tuvo contacto con el Ag, y por lo tanto no ha transitado por
el CG, mientras que aquellas que expresan Igs con genes VH mutados (M) tendrian su
origen en un linfocito B que realiz6 su paso por el CG, post-contacto antigénico
(Chiorazzi et al, 2005; Zenz et al, 2010; Garcia-Mofioz et al, 2012) (Figura 2).

TD antigen
activation
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Figura 2. Reacciones en el CG y contrapartida celular normal de la célula leucémica. Las
evidencias mas firmes sugieren que las formas de LLC mutadas derivan de células B de
memoria post-CG, aungue también se discute la derivacion a partir de células B que
acumulan mutaciones a través de una respuesta T independiente. Con respecto a las LLC
no mutadas, parecerian derivar de células B activadas por reconocimiento antigénico, no
siendo claro adn si se trata de células B naive CD5+ o células B de la zona marginal. A su
vez, también sigue siendo tema de estudio si esta activacion surge a través de una respuesta

T independiente 0 T dependiente, involucrando una célula B autorreactiva (Zenz et al,
2010).

Otra hipotesis propone que ambas sub-poblaciones (LLC-M y no mutadas [NM])
han tenido contacto previo con un Ag, posiblemente un auto-Ag, el cual fue reconocido

por el BCR con una afinidad reducida (Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004; Thorselius
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et al, 2006; Stamatopoulos et al, 2007). En el caso de las LLC-M este modelo propone
que estas celulas serian linfocitos B de memoria que luego de la maduraciéon fueron
anergizadas, explicando la sub-expresion del BCR, mientras que en el caso de las células
de LLC-NM, luego de la unién del auto-Ag al BCR, el mismo seria incapaz de inducir el
proceso de HMS. El sesgo en la expresion de ciertos genes IGHV (immunoglobulin heavy
variable region) en las formas NM con una expresion muy conservada de aminoacidos en
el HCDR3 (heavy-chain complementarity-determining regién 3) sustenta esta hipétesis,

contemplandose un proceso de seleccién antigénica (Zenz et al, 2010).

Otros autores (Zenz et al, 2010; Chiorazzi and Ferrarini, 2011) sugieren que ambas
sub-poblaciones leucémicas, derivan de células de la zona marginal de los foliculos
linfoides. Esta hipdtesis se basa en el fenotipo particular de las células de LLC vy la
presencia de un mecanismo inmunoldgico alternativo a la clasica respuesta TD y TI
(Weill et al, 2009). En este modelo la presencia de la HMS y de conmutacién isotipica
(CI) (mecanismo responsable de cambiar la regidn efectora de las Igs para permitir el
correcto procesamiento antigénico), tendria lugar de una forma “no clasica” es decir por
un camino alternativo al del CG. En los Gltimos afios han surgido evidencias adicionales
que sugieren la presencia de una respuesta inmunitaria independiente del CG, en donde
eventos como HMS, Cl y la expresion de AID (activation-induced cytidine deaminase),
podrian ser mediados también por la presencia de receptores tipo “Toll” en una respuesta
de inmunidad innata (Weller et al, 2005; Richard et al, 2008; Agathangelidis et al, 2013).

Otra hipotesis propone que los linfocitos B de la LLC se originan a partir de un
mecanismo de tolerancia inmunol6gica normal, tendiente a destruir a las células B auto-
reactivas (Garcia-Mufioz et al, 2012). Segun este enunciado, los linfocitos B de la LLC
adquieren un BCR con sefializacion auténoma que los induce a proliferar y madurar,
independientemente de su estadio. Estos mecanismos inducirian la persistencia de
cambios del BCR que, asociados a inestabilidad gendmica, darian lugar a aberraciones
moleculares capaces de promover el desarrollo neoplasico, favoreciendo la supervivencia

de los clones de células B de LLC con marcadores similares y expresion génica
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homogénea a pesar de las diferentes etapas de maduracion en la que se produce el dafio
inicial (Garcia-Mufioz and Llorente, 2014). Simultaneamente, Duhren-von Minden et al
(2012) plantean que la presencia de BCRs estereotipados, casi idénticos, en diferentes
pacientes indicaria que el reconocimiento de Ag especificos estaria involucrado en la
patogénesis de la LLC. A diferencia de otras neoplasias a células B, los autores
demuestran que los BCRs derivados de las células leucémicas inducen sefializacion
autonoma Ag-independiente, a través de la region HCDR3 y un epitope interno del BCR
responsable de estas sefiales. En consecuencia, la presencia de distintos epitopes
intrinsecos explicarian estas similitudes en los receptores, los cuales se seleccionarian por

su habilidad de interaccion con el HCDRS3.

Estudios mas recientes indican que la capacidad de generar células B clonales
podria ser adquirida en el estadio de células stem hematopoyéticas (CSH), sugiriendo que
los eventos leucemogénicos en LLC estarian involucrando CSH multipotentes y auto-
renovables en las que se producirian las primeras alteraciones genémicas que llevarian a
un aumento de la resistencia a la apoptosis (Kikushige and Miyamoto, 2015). Estos datos
estarian sustentados en estudios de xeno-trasplantes de CSHs aisladas de pacientes con
LLC que muestran su capacidad de diferenciarse a células B progenitoras, las que
posteriormente podrian convertirse en células B mono- u oligo-clonales con fenotipo de
LLC (Kikushige et al, 2011; Zhang and Kipps, 2014). Dichas células B no expresan los
mismos IGHVs ni presentan las mismas anomalias cromosémicas que el clon original,
sugiriendo que podrian originarse a partir de un nuevo clon progenitor, situacion que
sustentaria la capacidad de dichas CSH de desarrollar la enfermedad. Al presente, se
desconoce si estas céelulas constituyen un tipo de células madre para la LLC, no obstante
se considera que se requieren otros cambios genéticos o epigenéticos para que las mismas

se conviertan en neoplésicas (Figura 3).
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Figura 3. Modelo para el desarrollo de la LLC a partir de células stem hematopoyéticas (HSC).
Las mutaciones que contribuyen al desarrollo de LLC pueden ocurrir en cualquier etapa de la
diferenciacion de las células B, incluyendo a las HSC. Las mismas pueden dar lugar a células B
con escasas ventajas de crecimiento/supervivencia que, en el contexto de estimulacion inmune
T-dependiente o T-independiente pueden generar una linfocitosis monoclonal de células B
(MBL). Las células de LLC que se originan a partir de células B que han sufrido hipermutacion
somatica de sus genes IGHV (inmunoglobulin heavy variable region) se definen como LLC
mutada (M), mientras que aquellas que se originan de las células B que no han sido objeto de
mutaciones en sus genes IGHV se definen como no-mutadas (U-CLL: unmutated CLL). La
expansion de un clon de LLC (o MBL) se asocia con la acumulacién de novo de lesiones
genéticas adicionales, asi como con las interacciones de las células leucémicas con el
microambiente celular (Zhang and Kipps, 2014).

A pesar de las hipdtesis propuestas, los estudios de microarrays permitieron
identificar sélo un pequefio grupo de genes diferencialmente expresados entre la LLC M
y NM, a diferencia de los miles de genes que separan a ambas entidades del linfocito B
normal, sugiriendo un origen celular Unico para esta patologia, con distintos factores
promotores y/o mecanismos de transformacion que explicarian las caracteristicas
diferenciales de estos subtipos y su respectiva evolucion clinica (Rosenwald et al, 2001;
Klein et al, 2001).

1.3. Biologiade laLLC

Una de las principales caracteristicas del linfocito B leucémico es la baja expresion
de su BCR. Esta molécula es un complejo multimérico formado por la Ig y el
heterodimero Igo/IgP (CD79a/CD79b) anclados en la membrana celular. La union del Ag
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al complejo desencadena una activacion de la via de traduccion de sefiales mediada por
tirosina-quinasas de la familia Src. En linfocitos normales, la via del BCR es usada para
promover la proliferacion celular e inducir la produccién de anticuerpos. Una vez que la
Ig reconoce y se une al Ag especifico, el complejo activado recluta quinasas como SYC
(spleen tyrosine kinase) y LYN (Tyrosine-protein kinase Lyn) las cuales fosforilan
dominios de las proteinas Iga/Igp llamados ITAMS (immuno receptor tyrosine — based
motifs receptors) (Wang et al, 2013). La fosforilacion de estos motivos induce una
cascada de sefializacion rio abajo activando diferentes quinasas como BTK
(Bruton’styrosine kinase) o PI3K (phosphoinositide 3-kinasedelta) (Longo et al, 2007),
proteina quinasa C y ERK (extra celular signal-regulated kinase) (Davids and Brown,
2012). Asimismo, la estimulacion del BCR promueve la sobrevida y proliferacion
mediante la activacion de NF-kB (nuclear factor kappa B) (Wang et al, 2013),
presentando un rol clave en la patogénesis de la LLC, situacion que determina que la
mayoria de los nuevos blancos terapéuticos estén enfocados a inhibir algunas de las
cascadas de sefializacion previamente mencionadas (Burger et al, 2012; Tarafdar and
Michie, 2014; Ortiz-Maldonado et al, 2015) (Figura 4). A su vez, la baja expresion del
BCR esta relacionada con una menor actividad de tirosina-quinasa, lo cual lleva a

defectos en la movilizacion del Ca** intracelular y a la fosforilacion de tirosinas.
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Figura 4. La via de sefalizacion por el BCR. El BCR se activa por induccion
antigénica, llevando a la activacion de las quinasas LYN y SYK, que luego
transducen la sefial a activadores del citoesqueleto, incluyendo la proteina HS1, y a
otros efectores tempranos de respuesta a la sefializacion, incluyendo BTK quinasa. A
través del adaptador BLNK, BTK activa a P{2C el cual activa variasiag rio
abajo, incluyendo la sefializacion de calcio (Ca?*), PKC, NFkB y la quinasa ERK,
ademas de factores de transcripcion nuclear (TF). El co-receptor CD19+ contribuye
a la activacion de la via PI3K-AKT e induce la supervivencia. La respuesta de
sefializacion en ultima instancia promueve la activacion de la transcripcion nuclear,
incluyendo los genes de quimioquinas CCL3 y CCL4, que son luego producidos y
secretados. La respuesta a estas sefiales esta fuertemente modulada por co-receptores
negativos (por ejemplo CD22, CD5) y fosfatasas, incluyendo SHP1 y SHIP1/2 (ten
Hacken et al, 2015).

En la mayoria de las LLC con peor prondstico se observa una mejor respuesta via el
BCR que en los pacientes con enfermedad indolente (Lanham et al, 2003). También se ha
observado que esta respuesta efectiva a la estimulacion via BCR se encuentra relacionada
con elevados niveles de expresion de ZAP-70 ({-chain associated protein kinase 70 kDa),
una tirosina-quinasa asociada a receptor, presente en células T y NK (natural killer) pero
ausente en células B normales circulantes, que se encuentra sobre-expresada en pacientes

con LLC progresiva. Esta quinasa puede modular la sefializacion a través del BCR, en
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células LLC post-estimulacién antigénica (Chen et al, 2002), actuando indirectamente en
las vias de sefializacion que se activan en este proceso. La expresion de ZAP-70 puede
determinar parcialmente la capacidad de respuesta de estas células a la estimulacion
antigénica mediante un aumento en la fosforilacion de tirosinas y alteracion del flujo de
Ca®*. Respecto al mecanismo/s involucrado/s en el impacto prondstico adverso de su
expresion en LLC, se sabe que las células ZAP-70+ poseen una capacidad aumentada de
respuesta a sefiales inducidas por estimulacion antigénica via BCR, y en particular, la
expresion de ZAP-70 y la estimulacion sostenida del BCR han sido asociadas con una
activacion prolongada de las kinasas AKT (miembro de la familia de las Proteinas
kinasas B) y ERK, eventos requeridos para la induccion de proteinas anti-apoptoticas
como MCL-1 (myeloid cell leukemia 1), BCL-XL (BCL-2 related gene) y XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis) (Chen et al, 2005; Gobessi et al, 2007; Dighiero and
Hamblin, 2008; Dal-Bo et al, 2009). Recientemente se ha detectado una asociacion entre
altos niveles de expresion de ZAP-70 y CD27, lo que podria estar modificando la

capacidad de adhesion y migracion de las células LLC (Lafarge et al, 2015).

Por otra parte, las células de LLC en conjunto con las células estromales y de la
matriz celular constituyen el “microambiente” de la LLC tanto en MO como en tejido
linfoide. Este microambiente permisivo consta de componentes celulares como
macrofagos, células T, o células dendriticas foliculares del estroma, que proveen
estimulos para la activacion de vias de sefializacion (Tsukada et al, 2002; Burger et al,
2009a; Caligaris-Cappio et al, 2014), mediante proteinas esenciales (quimiocinas,
citoquinas, y factores angiogénicos) que interactdan con las células leucémicas a través
de los receptores de superficie adecuados o moléculas de adhesion para sustentar la
supervivencia y proliferacion de células transformadas (Chiorazzi et al, 2005; Burger et
al, 2009b; Reinart et al, 2013; Hallek et al, 2015; ten Hacken et al, 2015). La estimulacion
antigénica, a través del BCR, y la interaccion con células accesorias y citoquinas en este
microambiente especifico serian un factor promotor importante en las etapas iniciales de
la enfermedad (Ghia et al, 2008; Zenz et al, 2010; Burger et al, 2009b; Burger et al,
2011). Estas interacciones afectan la sobrevida y proliferaciéon de las células leucémicas

confiriendo resistencia a drogas, y posiblemente sean responsables de la enfermedad
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residual post-tratamiento. A nivel histo-patolégico, la LLC presenta focos de células
proliferantes acumuladas en los pseudo-foliculos (Caligaris-Cappio et al, 2003). Sefales
recibidas por contacto directo con otras células o por medio de factores solubles
simultaneos o no a la activacién del BCR, pueden estimular la proliferacion y rescatar de
la apoptosis al clon leucémico in vitro y probablemente in vivo. Estas estructuras incluyen
tanto celulas T CD4+ como distintas células presentadoras de Ag (APC) (Ghia et al,
2002; Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004), lo que sugiere que algunos de los
mecanismos requeridos para la expansion de células B normales post contacto antigénico
en el CG también podrian estar operando en la patogénesis de la LLC. Aun asi se
desconocen los procesos involucrados en el desarrollo y mantenimiento de estos pseudo-

foliculos.

Dicho microambiente incluye numerosos componentes celulares y moleculares
implicados en el desarrollo de la LLC, y que involucran diferentes mecanismos de
interaccion (Figura 5). Particularmente el contacto entre las células de LLC y las NLCs
(nurse like cells) se establece y mantiene por los receptores de quimiocinas y moléculas
de adhesién expresadas por las células LLC y sus correspondientes ligandos en las NLC
(Ysebaert et al, 2011; Filip et al, 2013). Las vias de supervivencia activadas por esta
interaccion incluye los ligandos CD38-CD31 (cluster of differentiation) (Deaglio et al,
2007) y los miembros de la familia TNF (tumor necrosis factor), tales como April
(proliferation-inducing ligand) y BAFF (B-cell activating factor), que interacttan con sus
receptores correspondientes (Nishio et al, 2005). La estimulacién del BCR induce a su
vez la secrecion de quimiocinas CCL3 y CCL4 (C-C motifligand) (Burger et al, 2009b),
que reclutan células T y monocitos al microambiente tisular. Simultdneamente, la
liberacion  extracelular de eNAMPT (extracelular form of Nicotinamide
phosphoribosyltransferase) por las células de LLC promueve la liberacién de citoquinas
promotoras tumorales (IL-6, IL-8 [IL: interleukin]) e inmunosupresoras (IL-10) (Audrito
et al, 2015). Por su parte, la NLC atrae células de LLC mediante la secrecion de
quimiocinas CXCL12 (C-X-C motif ligand) (Bleul et al, 1996; Vaisitti et al, 2010) y
CXCL13 (Burkle et al, 2007; Heinig et al, 2014), que interactlan con sus receptores

afines CXCR4 y CXCR5 (C-X-C motif receptor), los cuales se expresan en altos niveles
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en células de LLC. Asimismo, la union de CD40/CD40L (Cluster of
Differentiation/CD40 ligand) favorece la supervivencia y proliferacion de las células de
LLC (Kitada et al, 1999; Ghia et al, 2002; Scielzo et al, 2011), y la interaccion del
ligando PD-L1 con PD-1 (programmed cell death protein 1), que se expresa en altos
niveles en la superficie de las células T de pacientes con LLC, favoreciendo la evasion
inmune por parte de las células de LLC de la citotoxicidad de células T (Ramsay et al,
2012; McClanahan et al, 2015).

Varios factores contribuyen a la reduccion de la citotoxicidad de las células NK,
incluyendo la baja expresion de los receptores activadores de células NK, tales como
NKp30 (natural killer cell p30-related protein) (Reiners et al, 2013), liberacion de BAFF
soluble por las células NK (Wild et al, 2015), y liberacién de BAG6 soluble por las
células de LLC (Motta et al, 2005). La adhesion a las células estromales de la médula
6sea (BMSC) es mediada por VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule-1) o FN
(fibronectin) con las integrinas VLA-4 (very late antigen-4) en las células LLC (Burger et
al, 2001), y la quimiotaxis hacia las BMSCs implica el contacto CXCR4-CXCL12
(Coelho et al, 2013). La intercomunicacién entre las células LLC y las células dendriticas
foliculares (FDC) es a través de CXCR5-CXCL13 y LTof-LTBR (lympho toxin/LT
receptor), y es esencial para el posicionamiento de las células LLC en los foliculos
linfoides y para la progresion leucémica in vivo (Heinig et al, 2014). Las células de LLC
adicionalmente secretan ET-1 (endothelin 1), que interactia con el receptor ETAR
(endothelin subtype A receptor) en las células endoteliales y promueve la supervivencia y

la resistencia a las drogas (Maffei et al, 2014; ten Hacken et al, 2015).

Otra de las caracteristicas del linfocito B de la LLC es la expresion clonal de sus
Igs, a través de un rearreglo unico de los genes VH y VL. Si bien no esta totalmente claro
el tipo de interaccion entre el microambiente y las células leucémicas, una hipotesis
sugeriria que las mismas son mas eficientes en aquellos clones LLC con genes IGHV-M,
que representarian variantes dependientes del microambiente, mientras que las formas

NM serian variantes mas estrictamente dependientes de las alteraciones genéticas

14



Introduccién

(Caligaris-Cappio, 2003; Zenz et al, 2010). En este contexto, la enzima AID, previamente
mencionada, de importancia en la biologia del linfocito B, e indispensable en los procesos
de HMS y ClI, se ha observado sobre-expresada en pacientes con LLC con genes IGHV-
NM y con alta progresion tumoral (Oppezzo et al, 2003; McCarthy et al, 2003; Oppezzo
et al, 2005; Huemer et al, 2014). Asimismo, datos recientes proponen otras dos funciones
adicionales para AID de gran importancia en el area tumoral y de la inmunologia: a) la
capacidad de demetilar islas CpG a nivel del ADN genémico con la consecuente
implicancia en la regulacion génica (Agarwal and Daley, 2010; Popp et al, 2010;
Chillemi et al, 2014); y b) su requerimiento para el control de células B auto-reactivas
(Kuraoka et al, 2011; Meyers et al, 2011).
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Figura 5. Componentes celulares y moleculares del microambiente de
la LLC importantes para la sobrevida y proliferacion de células
leucémicas, migracion y formacion de pseudofoliculos. El contacto
entre las células de LLC y las accesorias es establecido y mantenido a
través de receptores de quemoquinas y moléculas de adhesion
expresadas por las células leucémicas (Figura extraida de ten Hacken et

al, 2015).

1.4. Factores pronostico

Sabemos que la LLC se caracteriza por una gran heterogeneidad clinica, situacion

que ha motivado un gran interés en definir parametros que permitan predecir el curso de
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la enfermedad. Al presente existen diferentes factores prondstico de esta patologia que
pueden dividirse en dos grandes grupos: clasicos y biolégicos (Moreno and Montserrat,
2008).

Factores clésicos:

o Estadios clinicos
o Recuento de linfocitos en SP y morfologia linfocitaria
. Tiempo de duplicacion linfocitaria

o Patron de compromiso de la MO

Actualmente contamos con dos sistemas de estadificacion clinica aceptados para la
LLC: el establecido por Rai et al (1975) y el creado por Binet et al (1981). El primero de
ellos proponia originalmente cinco estadios (0, I, 11, I, 1V) basados en la presencia de
linfocitosis, espleno- y hepatomegalia, niveles de hemoglobina (Hb) y recuento
plaquetario, que fue reducido en 1987 a tres grupos de riesgo: bajo (estadio 0), intermedio
(estadios | y 1I) y alto (estadios Il y IV) (Rai and Sawitsky, 1987). Por su parte, el
sistema de Binet distingue tres estadios (A, B, C) acorde al nimero de areas linfoides
involucradas y la presencia de anemia y/o trombocitopenia. Ambos sistemas se basan en
exadmenes fisicos y pruebas de laboratorio estandar. En la Tabla 1 se detallan ambas

clasificaciones asi como la correlacion entre las mismas.
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Tabla 1. Cuadro comparativo de los estadios clinicos de Rai y Binet.

Estadio Estadio

. Grupos  Caracteristicas SV ) Caracteristicas SV
Ral de riesgo Clinicas (afios) Binet Clinicas (afos)
(1987) g (1981)
Hb>10 g/dL;
. Linfocitosis en SP Pg>100 x 10%L;y
>
0 Bajo y MO 10 A hasta 2 areas 12
involucradas*
I Linfocitosis + Hb > 10 g/dL;
: 4+ N 9 .
Intermedio Linfoadenop B Pq _IOO,x 110 /Ly 3
T Esplenomeg. y/o 0 Mas areas
hepatomegalia involucradas*
" Linfocitosis + ]
Alto Anemia + 1,5 Hb< 10 g/dL; y/o 2

9
Trombocitopenia Pg<100 x 10°/L

*Areas involucradas: nodulos linfaticos cervicales, axilares e inguinales, bazo e higado; Hb:
hemoglobina; SP: sangre periférica; MO: médula dsea; SV: sobrevida; Linfocitosis: recuento
de linfocitos >5x10%L; Anemia: niveles de Hb<11 g/dL; Trombocitopenia: recuento de
plaquetas (Pq) <100x10%/L; Linfoadenop: linfoadenopatia; Esplenomeg: esplenomegalia.

Los estadios clinicos de Rai/Binet siguen siendo uno de los principales parametros
a considerar como factor pronéstico ya que no solo identifican pacientes que deben
iniciar tratamiento sino que también estiman la sobrevida (SV) de los mismos. No
obstante, no resultan suficientes para predecir la evolucion de la enfermedad en estadios

iniciales.

Desde el punto de vista morfologico, actualmente se consideran dos subtipos de
LLC: tipica (>90% de linfocitos de tamafio pequefio y mediano, cromatina compacta,
ausencia de nucléolo y citoplasma escaso); y atipica (>10% de prolinfocitos o0 >15% de
células plasmocitoides) con estadios clinicos mas avanzados y menor sobrevida libre de
tratamiento (SLT) (Muller-Hermelink et al, 2008). Otro aspecto caracteristico pero no

patognoménico de la LLC es la presencia de sombras de Glimprecht, consecuencia de la
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ruptura de las células neoplasicas, anormalmente fragiles al realizar el frotis de sangre
periférica (Hallek, 2015). Respecto a la proliferacion linfocitaria, el método mayormente
utilizado para su evaluacién es el analisis del tiempo de duplicacion linfocitaria (TDL),
definido como el tiempo necesario para duplicar la cantidad de linfocitos en SP. Este
pardmetro es independiente del estadio clinico, posee valor prondstico por si mismo y
puede indicar inicio de tratamiento. Mientras que un TDL <12 meses identifica pacientes
con mal prondstico, un valor de TDL >12 meses se asocia con un pronostico favorable
con mayor SLT (Montserrat et al, 1986; Molica et al, 1990; Molica and Alberti, 1987;
Hallek, 2008; Nabhan et al, 2015). Su principal desventaja es la de ser un dato
retrospectivo, pudiendo demorar la decisién de iniciar tratamiento en pacientes con

enfermedad agresiva.

Por otra parte, el analisis histoldgico de la biopsia de MO en la LLC, si bien no es
necesario para definir el diagndstico, permite evaluar el patron de infiltracion, su
extension y analizar el tejido hematopoyético, parametros de importancia prondstica
(Hallek et al, 2008). La presencia de un patron difuso, sélido, que reemplaza al tejido
hematopoyético y adiposo se asocia con citopenias y corresponde a un estadio clinico
avanzado (Viswanatha et al, 2011). Cuando ocurre compromiso de la MO este suele ser
importante, con>30% de las células de origen linfoide (Bezares et al, 2009; Garcia -
Mufioz et al, 2012). Segun el patron de infiltracion se pueden evidenciar dos subgrupos:

los pacientes con infiltracion difusa presentan una SV media de 2-4 afios, mientras que en

aquellos con patrén no difuso la SV es de 8-10 afios.

Factores biolégicos:

En cuanto a los factores bioldgicos, los mismos comprenden una variedad de
determinaciones que permiten definir con mayor precision la evolucion clinica de los

pacientes, entre ellos resulta de interés mencionar:

e Marcadores séricos: CD23s (CD23 soluble), B,M (B,-microglobulina), TK
(timidina-quinasa)
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e Expresion de ZAP-70y CD38
e Mutaciones en IGHV

e Alteraciones genomicas: citogenética convencional y FISH (Fluorescence in situ
hibridization)

e Longitud telomérica y actividad telomerasa

1.4.1. Marcadores séricos

El uso de marcadores séricos como factores pronostico puede predecir SV global
0 SLT. ElI CD23; es un fragmento del antigeno de membrana con funcion de citoquina,
funcionalmente relevante en la LLC pero con valor prondstico no del todo definido. Los
niveles de CD23s tendrian implicancias en la SV global y SLT en estadios tempranos de
la enfermedad, encontrandose altos niveles asociados a mayor actividad tumoral,
infiltracion medular difusa, TDL<12 meses y progresion (Seiler et al, 2006). Un trabajo
reciente (Kriston et al, 2015) demostré la existencia de dos isotipos de CD23: CD23a y
CD23b, cuya unica diferencia estructural serian seis aminoacidos en la proteina. El
isotipo "a” tendria un rol en la supervivencia celular, rescatando a las células de la
apoptosis inducida por hidrocortisona; en tanto que el isotipo "b” estaria mas involucrado
en el aumento de la proliferacién, participando posiblemente en el pasaje de GO a G1/S.
Los casos en los que los pacientes expresan mayores niveles del isotipo "a” que del

isotipo "b” podrian ser de mejor pronostico (Fournier et al, 1994; Fournier et al, 1995).

La 3,M es una proteina extracelular que se une en forma no covalente al Complejo
Mayor de Histo-compatibilidad de clase 1. Sus niveles en suero tendrian valor prondstico,
sobre todo en estadios tempranos de la enfermedad, e incluso serian predictivos de
respuesta a tratamiento (Knauf et al, 1997; Keating et al, 1998; Shvidel et al, 2015; Strati
and Shanafelt, 2015). La enzima TK participa en la sintesis de ADN vy refleja la
capacidad de division celular, encontrandose presente en células en division y ausente en
células en reposo. Sus niveles en suero serian un importante marcador de actividad
proliferante, capaz de detectar pacientes en riesgo de rapida progresion, sobre todo en

estadios tempranos. Algunos trabajos utilizan su valor pronostico en combinacién con
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otros pardmetros para definir pacientes en estadios iniciales como candidatos para iniciar
tratamiento, no habiéndose reportado resultados definitivos (Hallek et al, 1999; Magnac
et al, 2003). De todas maneras, en la gran mayoria de los casos, ninguno de estos

parametros son concluyentes al momento de considerar una estrategia terapéutica.

1.4.2. Expresion de ZAP-70y CD38

Como se menciond previamente, la tirosina-quinasa ZAP-70 participa en la
transduccion de sefiales generadas a través del BCR, permitiendo la sobrevida y/o
proliferacion del clon neopléasico (Nolz et al, 2005; Chen et al, 2008a). Diferentes
estudios retrospectivos en pacientes con LLC mostraron asociacion del aumento de
expresion de ZAP-70 y la ausencia de mutaciones en los genes IGHV, relacionado con un
prondstico desfavorable (Rosenwald et al, 2001; Crespo et al, 2003; Krober et al, 2006).
No obstante, los estudios multivariados no permitieron ubicar a ZAP-70 como un
predictor independiente de supervivencia (Pflug et al, 2014). Al presente, si bien ha
habido acuerdo casi universal sobre el significado pronostico de ZAP-70, existe poco
consenso sobre el mejor método de deteccidn y dificultades en la reproducibilidad del

ensayo entre laboratorios (Nabhan et al, 2015).

CD38 es una proteina transmembrana con un peso molecular de 45 kDa, que actla
tanto como una enzima de superficie y como receptor, mediante la unién a su ligando
CD31, induciendo sefiales de activacién y diferenciacion en linfocitos T, B y células NK
(Ibrahim et al, 2003). Esta proteina marca activacion y maduracion celular y participa en
la sefalizacion. Se asocia a morfologia linfocitaria atipica, infiltracion medular no difusa,
elevada linfocitosis en SP, grupos de riesgo por FISH, altos niveles de 3;M y pronéstico
adverso, con rapida progresion de la enfermedad y corta expectativa de vida (Ibrahim et
al, 2001; Chevallier et al, 2002; Thornton et al, 2004; ten Hacken, 2015). Diferentes
estudios analizaron la correlacion entre CD38 y el estatus mutacional de IGHV,
observandose discordancias, probablemente relacionadas con la variacion en su expresion

a lo largo del curso clinico (Damle et al, 1999; Hamblin et al, 1999; Hamblin et al, 2008).
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Si bien la funcién de CD38 continta siendo estudiada, diferentes autores (Damle et al,
1999; Hamblin et al, 2002) han sugerido que esta proteina jugaria un papel importante en
rescatar a las células B maduras de la apoptosis, ademas de promover la supervivencia y
proliferacion de las mismas (Damle et al, 1999; Malavasi et al, 2011). Aunque existen
controversias respecto de la determinacion del punto de corte por citometria de flujo
(entre 7-30%) (Montillo et al, 2005; Moreno and Montserrat, 2008; Boonstra et al, 2006),
la mayoria de los autores estan de acuerdo en que una proporcion mayor que el 30% de
las células de LLC que expresan CD38 indica un pronostico desfavorable con tasas
inferiores de respuesta ala terapia, menor tiempo desde el diagndstico hasta el inicio del
tratamiento y corta sobrevida global (lbrahim et al, 2003; Nabhan et al, 2015).
Actualmente este parametro es considerado un factor de valor prondstico independiente

aunque presenta la desventaja de su variacion a lo largo de la enfermedad.

1.4.3. Mutaciones de IGHV

La presencia de mutaciones en los genes IGHV es considerada uno de los
principales factores prondstico en la biologia de la LLC, sobre todo en estadios
tempranos. Dos grupos (Damle et al, 1999; Hamblin et al, 1999) demostraron
independientemente que el nivel de mutaciones presentes en los genes VH permite dividir
a la LLC en dos grandes grupos acorde al porcentaje de homologia respecto de la linea
germinal. Aquellos casos con >98% de homologia son considerados NM, se asocian con
peor evolucion clinica, estadios avanzados, morfologia atipica, rearreglos gendmicos de
mal prondstico, evolucion clonal y resistencia al tratamiento; mientras que los pacientes
con homologia <98% son considerados M y presentan, en términos generales, mejor
prondstico (Damle et al, 1999; Hamblin et al, 1999).

Sabemos que la respuesta a la estimulacién antigénica es mediada por el BCR tanto
de células B normales como leucémicas. Cada una de ellas posee un BCR diferente
formado por la combinacion de los segmentos V, de diversidad (D) y de union (J;

joining) para la cadena pesada (H), y de los segmentos V y J para la cadena liviana (L).
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Ademas de la diversidad generada por la union de los mismos, la introduccion de
mutaciones somaticas a través del proceso de HMS en el CG, genera una gran variedad
en el repertorio de BCRs. Estas regiones reciben el nombre de CDRs (complementarity
determining regions), siendo la tercera region hipervariable en la cadena pesada
(HCDR3) la de mayor importancia en la generacion de diversidad y especificidad
antigénica en las Igs (Pristch et al, 1999) (Figura 6A). Aunque se sabe mucho menos de
los genes de la cadena liviana en la LLC, los datos disponibles indican que el ensamblaje
de las cadenas pesada y liviana de las Ig en las células B maligna de la LLC es
estocastico y también que las cadenas livianas pueden tener un papel complementario
significativo en el reconocimiento del antigeno por los BCRs clonotipicos
(Hadzidimitriou et al, 2009).

El locus de IGH@ se encuentra localizado a nivel de 14g32.33, en un area
aproximada de 1250Kb, y contiene los diferentes segmentos VH, DH y JH, sujetos a
reordenamientos en el proceso de desarrollo y diferenciacion linfoide. Existen entre 123 y
129 segmentos VH, 26 segmentos DH y 6 segmentos JH organizados en sentido 5’ >3’
desde el telémero hacia la region centromérica (Lefranc, 2001) (Figura 6B). Entre ellos,
existen 42-55 segmentos VH capaces de producir rearreglos funcionales, agrupados en 7
familias (VH1-VH7) (Figura 7). La familia VH3 es la mas extensa seguida de VH4 y VH1,
con 64, 32 y 19 miembros, respectivamente. Por el contrario, las familias VH2 (4
miembros), VH5 (2), VH6 y VH7 (1 cada una) (Duke et al, 2003), son de tamafio
reducido. A su vez, en células B normales, los segmentos mas frecuentemente utilizados
en los diferentes rearreglos son los pertenecientes a las familias VH3 (30-50%), VH4 (20-
30%) y VH1 (10-20%) (Pritsch et al, 1999; Duke et al, 2003; Ghia et al, 2005; Mauerer et
al, 2005).
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Figura 6. A) Estructura de una molécula de inmunoglobulina (lIg), compuesta por dos cadenas
polipeptidicas idénticas pesadas (H; heavy) y dos livianas (L; light). Los primeros 110aa
aproximadamente, constituyen la region variable (V) requerida para el reconocimiento
antigénico. La region constante (C) posee actividad bioldgica. Se muestra la estructura génica
codificante de la region VH. Las regiones CDRs (complementarity-determinig regions) poseen
la mayor diversidad, involucradas en el reconocimiento antigénico, siendo la region HCDR3 la
de mayor variabilidad. D (diversity); J(joining) (adaptado de Walsh and Rosenquist, 2005). B)
Localizacion cromosémica del locus IGH@ humano en el brazo largo del cromosoma 14
(14932.33). Dicho locus contiene los diferentes segmentos VH, DH, JH y segmentos
constantes (C), con un total de 170-176 genes en un area aproximada de 1250Kb. El repertorio
funcional es de aproximadamente 76-84 genes por genoma haploide (Lefranc, 2001).

En particular, el repertorio IGHV encontrado en LLC es sesgado, siendo los genes
pertenecientes a las familias VH3, VH1 y VH4 los méas frecuentemente hallados en los
pacientes. A su vez, se ha visto que las mutaciones somaticas no se distribuyen de manera
uniforme entre las diferentes familias, observandose mayor proporcion de VH3 y VH4
entre los casos M y de VH1 entre los NM (Fais et al, 1998; Mauerer et al, 2005). Esta
jerarquia en el uso de las diferentes familias puede reflejar diferencias en el tipo de Ag
involucrado en la transformacion leucémica y/o en el estadio de maduracion en el cual se
llevd a cabo la misma (Stilgenbauer et al, 2002). Asimismo, ademas de la sobre-
representacion de VH3 y VH4 entre los casos M y de VH1 en los NM, existen diferencias
entre ambos subgrupos en el uso de los segmentos JH y DH, asi como en la estructura de
la region HCDR3, particularmente en su longitud. Diferentes trabajos han observado la
presencia de rearreglos IGH e IGL especificos y no al azar en LLC tanto M como NM,
los cuales poseian BCRs con secuencias HCDR3 casi idénticas (“estereotipadas”)
(Ghiotto et al, 2004; Widhopf et al, 2004; Messmer et al, 2004; Tobin et al, 2004;
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Stamatopoulos et al, 2007). La expresion de estos receptores estereotipados ha sido
reportada el 20%-30% de los pacientes con LLC, mas frecuentemente en casos con IGHV
NM (Messmer et al, 2004; Stamatopoulos et al, 2007), considerandose actualmente que
podrian tener importancia a nivel clinico, pudiendo mejorar la estadificacién de los
pacientes.
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Figura 7. Representacion del locus IGH@ humano en 14¢32.33,
mostrando los diferentes segmentos de cada familia VH. Los
nimeros romanos designan pseudo-genes, no asignados a subgrupos
de genes funcionales (Lefranc, 2001).
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1.4.4. Alteraciones genéticas

Otro de los factores biologicos importantes es el analisis de las alteraciones
genéticas. En la LLC, su estudio se ha visto dificultado por el bajo indice mitético in
vitro de las células leucémicas y la baja calidad de las metafases en cultivo, ain en
presencia de mitogenos especificos. En los ultimos afios se han incorporado nuevas
metodologias, que incluyen el empleo de oligonucleétidos CpG (CpG-ODN) e
interleukina-2 (IL-2) (CpG-ODN/IL-2) y la estimulacién con CD40L, que han hecho
factible incrementar el nimero de metafases y el porcentaje de pacientes con alteraciones
cromosomicas (Dicker et al, 2006; Mayr et al, 2006). Si bien esta patologia, a diferencia
de otras neoplasias linfoides a células B, no se encuentra asociada a translocaciones
especificas, diferentes estudios han encontrado relacion entre rearreglos estructurales y/o
cariotipos complejos con progresion de la enfermedad, menor SLT y baja respuesta al
tratamiento (Mayr et al, 2006; Shanafelt et al, 2006; VVan Den Neste et al, 2007; Rigolin
et al, 2012; Travella et al, 2013; Rigolin G, et al, 2015). Durante largo tiempo, la LLC fue
considerada una enfermedad genéticamente estable, sin embargo, trabajos posteriores han
mostrado la presencia de evolucidén clonal en el 10-20% de los pacientes, fenémeno que
se caracteriza por la aparicion de nuevas alteraciones citogenéticas y se asocia a un curso
clinico agresivo (Chena et al, 2002; Shanafelt et al, 2006; Stilgenbauer et al, 2007;
Berkova et al, 2009; Cavazzini et al, 2012; Janssens et al, 2012).

La introduccion de la técnica de FISH como complemento de la citogenética
convencional ha permitido mejorar la deteccion de rearreglos genémicos clonales en esta
patologia asi como evaluar su importancia como factores de valor prondstico
independiente. La misma combina la citogenética con la resolucion de los métodos de
biologia molecular. La utilizacion de la técnica de FISH ha tenido un gran impacto en el
estudio de la LLC mejorando notablemente la deteccion de alteraciones, e incrementando
al 82% el porcentaje de casos con rearreglos genomicos (Dohner et al, 2000). Esta
metodologia posee la ventaja de detectar la presencia de alteraciones genéticas tanto en
metafases como sobre nicleos interfasicos (citogenética de interfase) no siendo necesaria

una poblacion celular en divisién activa, presentando un alto nivel de resolucion y
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sensibilidad. A su vez, la posibilidad de analizar nicleos interfésicos, hace factible la
determinacion precisa de alteraciones clonales en un gran numero de células,
posibilitando la evaluacién de la verdadera incidencia de las mismas. EI empleo de
diferentes tipos de sondas permite la identificacién de alteraciones cromosémicas de
dificil interpretacién, asi como deleciones y amplificaciones génicas (Popescu and
Zimonjic, 1997). Estos estudios mostraron como anomalia mas frecuente la delecion
13g14, seguida de la trisomia 12, deleciones de 11922, lugar donde mapea el gen ATM
(ataxia telangiectasia mutated), 17p13, donde se localiza el gen TP53 (Tumor protein
p53), y alteraciones estructurales de 6q y 14q32, observandose un 18-20% de casos sin
alteraciones. Estas anomalias fueron asimismo asociadas a diferentes caracteristicas
morfologicas y evolucion clinica, estableciéndose un modelo jerarquico de riesgo
citogenético donde las deleciones 17p y 11q constituyen las alteraciones de mayor
agresividad y la delecion 13q como Unica anomalia, tiene el mejor prondstico. En la
Tabla 2 se detallan las alteraciones mas comunes en LLC, su frecuencia e implicancia

clinica.
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Tabla 2. Frecuencia y significado clinico de los rearreglos genémicos
mas comunes en LLC

] Frecuencia Caracteristicas clinicas y
Anomalia L
(%) evolucion
., Morfologia tipica, prondstico
Delecién 13q 35-60 g . p, . P .
favorable si es Unica anomalia
Trisomia 12 15-95 Morfologl_a atlplca,_ prondstico
intermedio
. Adenopatias extensas, pronostico
Delecién 11 10-20
g desfavorable con corta SVy SLT
Morfologia atipica, frecuente
., resistencia a quimioterapia,
Delecion 17p 4-10 , ! . 1a a quimioterapi
prondstico desfavorable con corta
SVySLT
., Morfologia atipica, evolucion
Delecion 6q 4-6 . g P .
clinica poco definida
Translocaciones 94 Morfologia atipica, pronostico
14932 desfavorable
Cariotipo normal 18-20 Prondstico favorable
Anomalias varias 8 Evolucidn clinica variable

Los porcentajes abarcan diferentes estudios de citogenética y FISH. SV: sobrevida;
SLT: sobrevida libre de tratamiento (Adaptado de Montillo et al, 2005).

Estudios mas recientes mediante secuenciacion de nueva generacion reportan la
presencia de un amplio espectro de mutaciones en LLC, reflejando la heterogeneidad
tanto clinica como biologica de esta patologia (Landau and Wu, 2013; Jethwa et al, 2013;
Sutton et al, 2015). Entre ellas encontramos las que involucran los genes: NOTCH1
(Notch homolog 1, translocation associated), MYD88 (Myeloid differentiation primary
response gene 88), TP53, ATM, SF3BL1 (splicing factor 3B subunit 1), POT1 (Protection
of telomeres protein 1), CHD2 (Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 2), BIRC3
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(baculoviral 1AP repeat-containing protein 3), entre otros (Quesada et al, 2011; Puente et
al, 2011; Braggio et al, 2012; Landau and Wu, 2013; Jethwa et al, 2013; Sutton et al,
2015; Strati and Shanafelt, 2015; ten Hacken et al, 2015). Se ha observado que la
frecuencia de estas mutaciones es baja al diagnéstico (5-10% de los casos) (Foa et al,
2013) y aumenta progresivamente con la evolucion de la enfermedad ampliando el
espectro de los eventos genéticos asociados a la evolucion clonal (Rossi et al, 2013),
Ilegando al 15-20% al momento de la recaida y alrededor del 30% en la transformacion a
Sindrome de Richter (Rossi et al, 2009). Estudios retrospectivos han detectado genes
desregulados incluso 10 afios antes del diagnéstico de LLC (Chadeau-Hyam et al, 2014),

indicando la importancia de estas anomalias en la leucemogénesis.

Finalmente, resulta importante mencionar metodologias complejas que permiten
delinear aspectos mas especificos de esta patologia. Entre ellas, los estudios empleando
arrays de genoma completo y técnicas de secuenciacion WGS (whole genome
sequencing) y WES (whole exome sequencing), han mostrado que la presencia de CNAs
(copy number alterations) (deleciones o amplificaciones de material génico) o de disomia
uniparental, asi como el numero de CNAs en el genoma, se correlacionan con la
progresion de la enfermedad, evolucion clonal y enfermedad refractaria (Gunnarsson et
al, 2011; Ouillette et al, 2011), siendo de esperar que los avances en las técnicas
gendmicas permitan, en un futuro préximo, identificar marcadores genéticos cuya
presencia pueda orientar en forma mas especifica la eleccion del tratamiento (Clifford
and Schuh, 2012).
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1.4.5 Telomeros y actividad de telomerasa
1.4.5.1 Telébmeros

Hace maés de 70 afios Muller y McClintock establecieron que los extremos de los
cromosomas eucariotas poseian una estructura especial necesaria para mantener la
integridad de los cromosomas, a los que llamaron ‘telémeros’ (Muller, 1938;
McClintock, 1941). Pocos afos después, McClintock demostré que los mismos cumplen
una funcion esencial protegiendo la fusion de los extremos de los cromosomas. Décadas
mas tarde, diferentes técnicas moleculares revelaron que los extremos de los cromosomas
consistian en repeticiones ricas en guanina (Blackburn and Gall, 1978). Actualmente se
sabe que los telémeros son regiones de ADN no codificante ubicadas en los extremos de
los cromosomas eucaridticos, que se encuentran constituidas por secuencias de ADN
altamente conservadas, repetidas en tandem (TTAGGG)n, orientadas en sentido 5 a 3
hacia el extremo cromosomico (Figura 8). Se encuentran asociados a proteinas
especificas y a RNAs no codificantes llamados TERRA (Telomeric repeat-containing
RNA) que son parte integral de la heterocromatina telomérica. Presentan una estructura
caracteristica que previene la fusién y degradacién cromosomica, cumpliendo asi un rol
fundamental en la proteccion del ADN codificante de la accidn de enzimas degradativas y
del estrés oxidativo, evitando la pérdida de genes importantes para la vida de la célula 'y
contribuyendo al mantenimiento de la estabilidad cromosémica (Moyzis et al, 1988;
Sawyer et al, 1998; Azzalin et al, 2008; Sfeir and de Lang, 2012). También ejercen
efectos sobre la transcripcion de genes situados en regiones sub-teloméricas (telomere
position effect) e interactdan con los mecanismos regulatorios del ciclo celular. A su vez
participan en la preservacion de la integridad y la estabilidad de los cromosomas y
median importantes interacciones entre ellos y la matriz nuclear, participando en la
localizacion de los mismos en el ndcleo, el apareamiento de los cromosomas homdlogos
y su migracién durante la division celular. La presencia de telémeros funcionales permite
una correcta segregacion de los cromosomas durante la mitosis e impide las fusiones de
los extremos terminales, constituyendo un factor critico en la sobrevida celular (Counter
et al, 1992; Doheny et al, 2008; Sfeir and de Lang, 2012; Mengual Gomez et al, 2014).
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Figura 8. Imagen de cromosomas en metafase
mostrando la ubicacion de los telémeros
(amarillo) mediante FISH.

A nivel estructural, el ADN telomérico consta de una region de doble cadena
(formada por la repeticion en tdndem de la secuencia telomérica “TTAGGG/AATCCC”)
y una zona, en el extremo 3, que carece de la hebra complementaria. Las dos hebras del
telomero son asimétricas en cuanto a composicion y tamafio, siendo la hebra del extremo
3" rica en G y la hebra del extremo 5  rica en C. En los seres humanos y otros
vertebrados, los telomeros poseen entre 9-15 kb de repeticiones TTAGGG de doble
cadena, seguido por una hebra de simple cadena de 50-300 nucle6tidos rica en G (Figura
9A) (van Steensel et al, 1998; Farr et al, 1991; O’Sullivan and Karlseder, 2010; Robles-
Espinoza et al, 2015). Asimismo, forman una estructura secundaria en forma de bucle,
Ilamados loop de los telémeros, o T-loop, que protege el extremo terminal de los
cromosomas (Figura 9 B). En ella, el extremo 3’ simple cadena invade la region de ADN
doble cadena y se complementa con la zona rica en C, dando lugar a una estructura de
triple hebra denominada loop de desplazamiento o D-loop (Zvereva et al, 2010; Mengual
Gomez et al, 2014). Esta estructura se encuentra estabilizada por proteinas especificas de

union al ADN telomérico.
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Figura 9. Esquema de la estructura telomérica. A) Secuencia doble cadena,
donde la cadena roja es la rica en guaninas (con su region simple cadena) y la
cadena verde es rica en citocinas, con las respectivas longitudes promedio. B)
Formacion del t-loop y d-loop, con la region simple cadena protegida
(Modificado Denchi, 2009).

Estas estructuras se han observado también en células de raton, plantas y algunas
levaduras (de Lange et al, 2004; Raices et al, 2008), sugiriéndose una participacion muy
importante de las mismas en la proteccion de los extremos teloméricos, distinguiendo a
estos de roturas en el ADN que necesitan ser reparadas por la maquinaria de reparacion
del dafio al ADN (nucleasas de ADN y enzimas de procesamiento) (Figura 10), cuya

activacion puede determinar disfuncion telomérica e inestabilidad gendmica.
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Figura 10. Comparacién entre la hebra simple producida por ruptura de la
doble cadena de ADN vy la hebra simple del telomero. Ante una ruptura
cromosomica se pueden activar dos vias de sefializacion (via de quinasas
ATM o ATR), que arrestan el ciclo de division y pueden inducir la muerte
celular. Los cromosomas rotos son generalmente reparados por dos posibles
vias de reparacion del ADN (NHEJ [non-homologous end-joining] y HDR
[homology-directed repair]), permitiendo a la célula continuar con sus
divisiones con un genoma intacto. Si la maquinaria de reparacion de dafio
actuara sobre los telomeros traeria consecuencias desfavorables en la
estabilidad gendmica. Los mamiferos resuelven este problema de la proteccion
de sus extremos teloméricos a través del uso del complejo shelterin y una
estructura alterada (t-loop) que juntos aseguran que las cuatro vias
permanezcan bloqueadas (de Lange et al, 2009).

Ademas el extremo 3’ extendido rico en G del telémero puede formar estructuras
alternativas, complejas, llamadas G-cuadruplex. Las mismas adoptan diferentes
conformaciones, y se mantienen unidas por planos cuadrados de cuatro guaninas que
interactian mediante la formacion de puentes de hidrogeno. La formacion de tales
estructuras puede dificultar la replicacién del ADN y el mantenimiento de los telomeros
por parte de la enzima telomerasa (Zvereva et al, 2010; Hansel et al, 2011; Mengual
Gomez et al, 2014; Robles-Espinoza et al, 2015)
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1.4.5.2 Acortamiento telomérico

Durante la sintesis de ADN se produce una replicacion incompleta en la cadena que
se sintetiza en forma discontinua, generando pérdidas progresivas de secuencias
telomeéricas durante las sucesivas divisiones celulares, lo que determina el acortamiento
de los telomeros (Sawyer et al, 1998; Fitzpatrick et al, 2007; Codd et al, 2010). Este
proceso es debido a la imposibilidad de la ADN polimerasa de completar la sintesis del
extremo 5 terminal, denominado “problema de replicacion de los extremos” (end
replication problem). Datos de la literatura muestran una disminucién de 25-200 pares de
base (pb) con cada duplicacién de la poblacion celular in vitro y entre 20 y 40 pb por afio
in vivo (Fitzpatrick et al, 2007; Codd et al, 2010). En individuos normales se observa una
longitud telomérica (LT) de entre 12000 a 14000 pb al momento del nacimiento,
alrededor de 10000 pb en adultos jovenes y entre 5000 a 7000 pb en mayores de 70 afios
(Shay et al, 1996), con una considerable variacion inter-individual y baja variacion intra-
individual en los diferentes tejidos (Okuda et al, 2002; Wilson et al, 2008; Walsh et al,
2015).

De este modo, los telomeros limitan la cantidad de veces que una célula se puede
dividir, ya que la proliferacion celular se frena cuando la longitud de los mismos alcanza
un valor critico que puede llevar a la muerte celular y, consecuentemente, a la
degeneracion tisular relacionada con el envejecimiento (Brown et al, 1997; Jacob et al,
2003; Robles-Espinoza et al, 2015). Estas observaciones llevaron a considerar que la LT
serviria como un “reloj mitético” que permitiria la salida del ciclo celular cuando los
telomeros llegan a un tamafio criticamente corto, definido como limite de Hayflick (1965)
0 estado de mortalidad 1 (M1) punto donde se produce la senescencia replicativa (Figura
11). No obstante, mutaciones en genes relacionados con el control del ciclo celular, como
TP53 y RB1, pueden permitirle a las células de una poblacién clonal escapar de la
senescencia y seguir proliferando, causando pérdidas teloméricas continuas, inestabilidad
cromosOmica y asociaciones teloméricas. Dichas células entran en una segunda etapa
denominada crisis o0 estado de mortalidad 2 (M2) con telémeros criticamente cortos

(~3kb), en la que la mayor parte morira por apoptosis, pero una pequefia sub-poblacién
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con alteraciones gendmicas puede sobrevivir por reactivacion de la produccion de
telomerasa, con la consecuente estabilizacion de sus telomeros, llevando a una
proliferacion indefinida y adquisicion de un fenotipo inmortal (Counter et al,

1992; Mengual Gomez et al, 2014).
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Figura 11. Esquema del ensayo de Hayflick. La LT se acorta hasta
alcanzar el punto limite de Hayflick en el que algunas células ingresan en
senescencia, en tanto que otras por medio de la inactivacion de p53 y Rb
continlan dividiéndose, con aumento de inestabilidad genética y mayor
acortamiento telomérico. En el punto de crisis, los telomeros no son
capaces de proteger los extremos cromosémicos, produciéndose fusiones
teloméricas y muerte celular por apoptosis. Algunas células contintan
proliferando, manteniendo estable la LT a través de la activacion de la
enzima telomerasa 0 por el mecanismo alternativo (ALT) (Stewart et al,
2006).

1.4.5.3 Telomerasa y proteinas teloméricas

La telomerasa es una enzima transcriptasa reversa que se encuentra constituida por
una subunidad catalitica hTERT (human-Telomerase Reverse Transcriptase) que presenta
actividad de transcriptasa reversa, una subunidad genémica hTR o hTERC (human
Telomerase RNA Component) que provee el molde para la adicion de nuevas repeticiones
teloméricas al extremo 3° simple cadena, y proteinas estabilizadoras (Figura 12). En
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humanaos, el gen que codifica para hTERT se localiza sobre el brazo corto del cromosoma
5 (5p15.33) y tiene una longitud de 41923 bases, en tanto que hTR se ubica sobre brazo
largo del cromosoma 3 (3g26.2), con una extension de 541 bases. La telomerasa sintetiza
las secuencias repetitivas de ADN caracteristicas de los telomeros, estabilizando la
longitud de los mismos y manteniendo su integridad. Su mecanismo de accion se basa en
la unién por complementariedad de bases de la subunidad hTR a la region telomérica
simple cadena, seguido de una elongacion, donde se adicionan nucleétidos y luego su
translocacion que permite repetir el proceso empleando el mismo sitio de union
(Etcheverry, 2009; Wyatt et al, 2010).
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Figura 12. Estructura de la enzima telomerasa (Artandi
et al, 2006)

La expresion de telomerasa se encuentra reprimida en la mayoria de las células del
tejido soméatico normal, presenta bajos niveles en poblaciones celulares con alto potencial
proliferativo como linfocitos activados y células de las criptas intestinales, detectandose
alto nivel de expresion en células progenitoras (stem) y germinales, asi como en las
células tumorales y en las lineas celulares inmortalizadas. Estudios con células de ratones
deficientes de telomerasa han provisto evidencias concretas de la relacion existente entre
la pérdida de repeticiones teloméricas y la predisposicion a fusiones teloméricas (Blasco

et al, 1997), sustentando un rol importante de la reduccion telomérica y de la actividad de
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telomerasa en la carcinogénesis (Kim et al, 1994; Shay et al, 1996). De hecho, el 85% de
las neoplasias humanas muestran aumento de la actividad de telomerasa, asociada al
estadio clinico y la progresién tumoral (Brunori and Gilson, 2005; Cusanelli and
Chartrand, 2015), en tanto que en el 15% restante, los teldémeros son mantenidos a través
de mecanismos alternativos a la telomerasa (ALT), los cuales incluyen procesos de
recombinacion homdloga entre repeticiones teloméricas (Cesare and Reddel, 2010) que
generan la elongacion de los extremos cromosomicos (Nabetani and Ishikawa, 2011).
Las células ALT positivas se caracterizan por presentar longitudes teloméricas
heterogéneas y cercanas a 20kb y por la presencia de moléculas circulares de ADN,
producidas por recombinacién intra-cromosomica, que al ser incorporadas a la region

telomérica provocan la elongacion de los telomeros (Nabetani and Ishikawa, 2011).

ALT se observa particularmente en ciertos tipos de tumores como sarcomas, tumor
pacreatico neuroendrdcrino y tumores de cerebro, pero raramente en las neoplasias mas
comunes como colon, mama, pulmaén, préstata o pancreas. Mas recientemente se observé
gue muchos de los tumores que presentaban ALT tenian mutaciones en los genes ATRX
(alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) y DAXX (death-domain
associated protein), que codifican proteinas que interactian entre si a nivel de los
telomeros (Jiao et al, 2011; Heaphy et al, 2011). Presumiblemente, la ausencia del
complejo funcional ATRX/DAXX permite la recombinacién homdloga que resulta en
ALT. Estos datos son compatibles con la idea que determinadas alteraciones genéticas
podrian otorgar ventajas selectivas que resultan en el mantenimiento de los telémeros, y
que la telomerasa no se encuentra indefinidamente activada en todas las stem cell
precursoras de cancer (Killela et al, 2013). Otra evidencia en este aspecto fue la deteccion
de mutaciones a nivel del promotor del gen hTERT, detectada en aproximadamente el
70% de los melanomas y en un pequefio nimero de lineas celulares derivadas de
diferentes tumores (Horn et al, 2013; Huang et al, 2013). Estas mutaciones son
infrecuentemente observadas en tumores de origen epitelial siendo mas comunes en
neoplasias no epiteliales, particularmente sarcoma y tumores de cerebro (Heaphy et al,
2011).
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La telomerasa es activa durante la fase S del ciclo celular, y se piensa que se dirige
a los telémeros para su elongacion de una manera aleatoria, a pesar de que algunos
estudios muestran que es reclutada preferentemente en los telémeros mas cortos (Hemann
et al, 2001; Zhao et al, 2009; Armanios and Blackburn, 2012). Estudios en células
humanas mostraron que la sobreexpresion de hTERT les permite extender su tiempo de
vida en cultivo y desarrollar un fenotipo neoplasico (Bodnar et al, 1998; Cairney and
Keit, 2008). En cuanto a hTR, la reduccion de la regulacion de esta subunidad conduce a
la pérdida de actividad de la telomerasa, generando acortamiento telomérico e inhibicion
del crecimiento celular (Autexier et al, 1996; Niida et al, 1998). No obstante, la sobre-
expresion de hTERT en ausencia de hTR no es suficiente para promover el potencial
neoplasico (Cayuela et al, 2005), sugiriendo la importancia de ambos componentes para
la correcta actividad de la enzima (Blackburn et al, 2005; Cairney et al, 2008; Robles-
Espinoza et al, 2015).

Asimismo, la expresion de la telomerasa presenta una alta regulacion, ya que tanto
su actividad como su inactividad no deseadas, pueden conducir a la predisposicion
tumoral o al agotamiento de células madres, respectivamente (Gonzalez-Suarez et al,
2001; Hao et al, 2005; Robles-Espinosa et al, 2015). La presencia de una isla CpG en la
region promotora de hTERT sugiere que la metilacion puede jugar un rol importante en la
regulacién transcripcional de este gen (Bechter et al, 2002). No obstante, a diferencia de
la asociacion general entre metilacion del promotor y silenciamiento génico (Robertson et
al, 2000), el promotor de hTERT estd hiper-metilado en la mayoria de los tumores
telomerasa-positivos e hipometilado en los tejidos normales telomerasa negativos
(Dessain et al, 2000; Guilleret et al, 2002), en tanto que la hipo-metilacién parcial puede
resultar en algun nivel de actividad transcripcional (Renaud et al, 2007; Kéchling et al,
2015; Zhang et al, 2015). No obstante, otros autores no encontraron correlacion entre la
actividad de telomerasa y el nivel de metilacion del promotor, sugiriendo la presencia de
otros mecanismos en la regulacion transcripcional de este gen (Auchter et al, 2012;
Panero et al, 2014). Killela et al (2013) sugieren la presencia de dos caminos que
permitirian mantener la longitud de los telémeros a lo largo de las sucesivas divisiones en

células neoplasicas: 1) a través de la regulacion epigenética de la actividad de la
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telomerasa que ocurre en las células stem de los tejidos que tienen alto nivel de
renovacion, y 2) a través de mutaciones somaticas que mantienen la LT, tales como
mutaciones en el promotor de hTERT o en los genes ATRX o DAXX. Acorde a esta
hipbtesis, aquellas neoplasias que se originan en tejidos que estan en constante
renovacion tales como carcinomas del epitelio gastrointestinal, la piel o la médula dsea,
tendrian baja probabilidad de tener mutaciones debido a que la telomerasa ya esta
epigenéticamente activada en sus células precursoras. Por el contrario, los tumores que se
originan en células que no estan en constante renovacion, tales como las neuronas, células
gliales, fibroblastos, hepatocitos, epitelio pancreatico ductal, tendrian mayor probabilidad
de tener mutaciones. Posiblemente, los tumores que exhiben altas frecuencias de ALT

tendrian también mayor proporcion de mutaciones que serian mutuamente excluyentes.

Asimismo, la actividad de la telomerasa es regulada in cis por un complejo de seis
proteinas: TRF1, TRF2, POT1, RAP1, TIN2 y TPP1, denominado complejo protector de
los telomeros o shelterin complex (de Lange 2005; Deng et al, 2008; Palm and de Lange,
2008). En particular, TRF1 y TRF2 se unen al ADN formando homodimeros e
incrementando de este modo la afinidad de cada una de ellas por el ADN telomérico. A
pesar de la similitud en sus secuencias y arquitectura, presentan funciones diferentes.
TRF1 esta involucrada en un mecanismo de retroalimentacion negativo que permite el
acortamiento telomérico mediante la inhibicion de la telomerasa (van Steensel and de
Lange, 1997), en tanto que TRF2 si bien ejerce también una regulacion negativa de la LT,
participa en la formacion del t-loop, protege al extremo 3"simple cadena, y estabiliza los
telomeros evitando de esta manera las fusiones terminales (de Lange 2005). Por su parte,
POT1 es el unico componente de este complejo con una alta especificidad por el extremo
simple cadena, participando también en el mantenimiento telomérico por parte de la
telomerasa y protegiendo el extremo 5°de los cromosomas (Lei et al, 2004). Finalmente,
TPP1 colabora en el control de la LT a través del reclutamiento de POT1 hacia la region
telomérica (Ye et al, 2004) e interacciona con TIN2 para regular la unién entre TRF1 y
TRF2 (Court et al, 2005). TIN2 presenta multiples sitios de unién a diferentes proteinas
del complejo, siendo esencial para su estabilidad. RAP1 se asocia a la region telomérica a
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través de su interaccion con TRF2 y es critica para inhibir NHEJ (non-homologous end-
joining) a nivel de los telémeros (Sarthy et al, 2009) (Figura 13).

Ademas del complejo shelterin, se encuentra el complejo no-protector de los
telémeros (non-shelterin) que comprende un grupo de factores multifuncionales tales
como proteinas relacionadas con la reparacion y replicacion del ADN
MRE11/NBS1/RAD50 (MNR complex) y RPA1 (replication protein Al) que evitan la
degradacion de los telomeros y facilitan su elongacién, siendo necesarias para evitar la
disfuncion telomérica, la senescencia celular y la transformacion maligna (Gilson and
Geli, 2007; O'Sullivan and Karlseder, 2010; Sfeir et al, 2010) (Figura 13).

5"~ TTAG( P CATRR( o TTAG N A QR TACCC T Trom CTRE A 5
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Figura 13. Esquema del complejo shelterin y no-shelterin de los telomeros. Representacién de
cada uno de sus componentes, con las interacciones entre las proteinas y con la secuencia
telomérica. EI complejo telomerasa (con el templado de RNA vy la transcriptasa reversa)
interactlan con el extremo simple cadena del telémero. (Las proteinas del complejo protector
se encuentran con letra negrita). (Modificado de Verdun and Karlseder, 2007).
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1.4.5.4. Complejo ribonucleoproteico

Actualmente sabemos que existe una gran variedad de RNAs no codificantes
(ncRNA), estructural y funcionalmente diversos, que han sido recientemente implicados
en numerosas enfermedades humanas, incluyendo al cancer. Entre ellos los RNA
pequerfios nucleolares (snoRNA), el grupo mas abundante de los ncRNA, se clasifican en
dos familias: C/D box y H/ACA box (Hinge/secuencia ACA), y son requeridos para la
modificacion post-transcripcional del RNA ribosomal (rRNA) (McMahon et al, 2015).
Los RNAs que presentan dominio H/ACA box constituyen una gran familia de ncRNAs
de secuencia conservada en arqueas y eucariotas (Meier, 2005; Kiss et al, 2010). La
secuencia C/D box guia la metilacion del rRNA junto a la Metil-transferasa Fibrillarina,
en tanto que la secuencia H/ACA box conduce la pseudo-uridilacion del rRNA,
requiriendo para ello de la Pseudo-uridina-sintasa Diskerina, de un core de proteinas
(NOP10, NHP2 y GAR1) y de ncRNAs. El complejo formado por las secuencias H/ACA
box y las proteinas de unién a estas, se denomina complejo ribonucleoproteico (RNP)
H/ACA (McMahon et al, 2015) (Figura 14). Este complejo RNP H/ACA es esencial en
tres procesos celulares fundamentales: la sintesis de proteinas, el empalme del RNAm, y

el mantenimiento de la integridad gendmica (Kiss et al, 2010).

La biogénesis de la telomerasa requiere una via de ensamblaje comun con estos
ncRNAs, que incluyen snoRNAs (small nucleolar RNAS) y scaRNA (small Cajal body),
los cuales estan involucrados en la modificacion del RNA ribosomal y el splicing de
RNAs, respectivamente (Kiss et al, 2006, Matera et al, 2007). La subunidad hTR de la
telomerasa contiene en su extremo 5’el templado o molde de RNA para la sintesis de la
secuencia telomérica, y en el extremo 3’ la secuencia H/ACA, con alta afinidad por las
proteinas DKC1 (Diskerin), NOP10 (NP10 ribonucleoprotein), NHP2 (NHP2
ribonucleoprotein) y GAR1 (GARL1 ribonucleoprotein). En tanto que la secuencia H/ACA
box es esencial para la estabilizacién de hTR, su procesamiento, localizacion nuclear y
actividad telomerasa (Theimer et al, 2006; Mitchell et al, 1999a; 1999b; Meier et al,
2005; Kiss et al, 2010). Asimismo, encontramos otras dos proteinas, Pontina y Reptina,

dos ATPasas necesarias para la estabilizacion de DKC1 y hTR in vivo. El modelo
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actualmente aceptado es que DKC1, Pontina y Reptina forman un andamio que recluta y
estabiliza a hTR, y ensamblan la particula ribo-nacleo-proteica telomerasa. Luego que
este complejo se ha formado, se cree que Pontina y Reptina se disocian del complejo y
liberan la actividad catalitica de la enzima (Veinteicher et al, 2008). La localizacién sub-
celular de esta Gltima parece estar regulada por la recientemente identificada TCAB1
(Telomerase Cajal body protein 1) (Zhong et al, 2011) (Figura 15).
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Figura 14. Estructura secundaria esquematica de una caja
H/ACA de un RNA nucleolar pequefio (snoRNA).
Representacion esquematica de una caja H/ACA snoRNA (azul)
gue contiene varios elementos evolutivamente conservados,
incluyendo una caja H (ANANNA), un motivo caja ACA y dos
bolsillos de pseudo-uridilacion. Los bolsillos de pseudo-
uridilacion se muestran apareados a las bases de la secuencia
complementaria en el RNA sustrato (gris). La posicion de la
uridina diana modificada a pseudo-uridina (¥) en el RNA
sustrato esté indicado por la flecha roja.

Estas cuatro proteinas asociadas a H/ACA box (DKC1, NHP2, NOP10 y GARL1) se
han descripto principalmente en disqueratosis congénita, patologia que se caracteriza por
la presencia de telomeros muy cortos en tejidos altamente proliferantes. Las mutaciones

causales encontradas en pacientes con esta entidad, estan situadas en los genes que
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controlan la homeostasis telomérica, incluyendo los componentes de la telomerasa: hTR,
hTERT, DKC1, NOP10 y NHP2, la proteina protectora telomerica TIN2 y la proteina
TCABL, la cual facilita el trafico de la telomerasa a los cuerpos de Cajal (Zhong et al,
2011). Particularmente NHP2 y NOP10 son importantes para la acumulacion in vivo de
RNAs con dominio H/ACA, en tanto que GARL es requerida para la localizacion
nucleolar y funcion del complejo RNP (Collins et al, 2006). Se ha observado expresion
del gen NHP2 en varios tejidos, y se plantea que podria estar regulada a nivel
transcripcional en funcion de la especificidad tisular y del estado de proliferacién celular,
y que la baja regulacion de su expresion puede resultar en la detencién del crecimiento
que acomparnia a la diferenciacion celular (Kang et al, 2002). Por su parte, DKC1 actua en
varios procesos celulares, tales como biosintesis de RNA y de proteinas en general
(Filipowicz et al, 2002), en el mantenimiento telomérico a través del correcto
procesamiento de hTR y su estabilizacion dentro del complejo telomerasa (Collins and
Mitchell, 2002; Alawi and Lin, 2011; Chang et al, 2002; Cohen et al, 2007), asi como en
la regulacion de la apoptosis (Yoon et al, 2006). Curiosamente, los experimentos in vitro
han demostrado que la pérdida de la funcion de DKC1 afecta a la actividad de la
telomerasa mediante la reduccién de los niveles de hTR, y por lo tanto conduce a un
acortamiento prematuro de los telomeros (Mitchell et al, 1999b; Montanaro et al, 2008).
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Figure 15. lustracion simplificada de la enzima telomerasa
mostrando sus principales componentes: hTERT, hTR
(TERC), Disquerina, NOP10, NHP2, GAR1, y TCAB1 (Ly
2011).

Al presente existe muy poca informacion respecto de los genes asociados a H/ACA
box en LLC. Poncet et al (2008) detectan una reduccion de DKCL1 en tanto que Ronchetti
et al (2013) encuentran desregulacion de los genes de este complejo mediante
microarrays, sugiriendo que podrian ser nuevos marcadores moleculares en LLC,

situacion que determina nuestro interés en efectuar estos estudios
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2. Objetivos

Teniendo en cuenta lo anteriormente expresado, el objetivo general del presente
trabajo de investigacion se encuentra dirigido al estudio de la longitud telomérica y los
genes involucrados en su regulacion en LLC, tendiente a definir su participacion en el

proceso de desarrollo y progresion de la enfermedad, siendo sus objetivos especificos:

« Analizar la LT absoluta en muestras de pacientes con LLC, mediante PCR en
tiempo real (QPCR), y evaluar el nivel de disfuncion telomérica presente en la

patologia.

¢+ Cuantificar los niveles de expresion de los genes asociados a H/ACA box: NOP10,
NHP2, GAR1 y DKC1, asi como de hTERT y hTR, subunidades catalitica y
nucleotidica de la telomerasa, mediante g-PCR.

s  Establecer el nivel de interaccion entre los mismos y su asociacion con la LT,
tendiente a definir el rol de los niveles de transcripto en la regulacién del tamafio
telomérico en la LLC.

X/

s+ Correlacionar los resultados obtenidos con los factores pronoéstico de la LLC, a fin
de establecer el significado clinico de la disfuncion telomérica presente en las
células leucémicas y su rol en el desarrollo y progresion de esta entidad,

contribuyendo a una mejor caracterizacion bioldgica de la patologia.
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3. Materiales y métodos
3.1. Poblacién estudiada

En el presente estudio se evaluaron 134 pacientes con LLC. Simultdneamente, se
estudiaron 61 individuos sanos que constituyeron la poblacion control. En la Tabla 3 se
muestra la distribucion por edad y sexo de los individuos evaluados. Las muestras fueron
obtenidas por el médico hematdlogo, previa conformidad y consentimiento informado de
los pacientes, y derivadas al Laboratorio de Genética de Neoplasias Linfoides, Instituto
de Medicina Experimental (IMEX), CONICET-Academia Nacional de Medicina. Los
estudios efectuados en este trabajo fueron evaluados y aprobados por el Comité de
Bioseguridad y el Comité de Docencia e Investigacion del IMEX y el Comité de Etica de

los Institutos de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires.

Tabla 3. Distribucion por edad y sexo de pacientes con LLC y controles

Edad media Sexo Estadios RAI (%)
N° de
Grupo individuos (Rango)
(Afios) F M 0 Il IV

Pacientes 131 65,5 (36-89) 52 82 32,1 55 12,9

Controles 61 64,9 (33-88) 40 21 - - -

El diagnostico y la progresion de la enfermedad fueron definidos en base a los
criterios establecidos por el International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia
(Hallek et al, 2008) y la World Health Organization (WHO) (Mdller-Hermelink et al,
2008). Para los estadios clinicos se tuvo en cuenta la clasificacion de Rai (1975). Se
consider6 enfermedad progresiva a la aparicion de sintomas B, linfocitosis progresiva,
presencia de linfoadenopatias, hepato- o esplenomegalia, transformacion a una histologia
mas agresiva (Sindrome de Richter, leucemia prolinfocitica), ocurrencia de anemia o
trombocitopenia, y enfermedad estable a la ausencia de sintomas de progresion (Hallek
et al, 2008; Dupont et al, 2015). Los estadios Rai estuvieron disponibles en 106 casos con
la siguiente distribucion: 0: 35 (33%), I-11: 57 (53,8%) y I11-1V: 14 (13,2%).
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3.2. Metodologia

3.2.1. Separacion de células mononucleares de SP por Ficoll-Paque PLUS (FPP)

Reactivos:

Etilen-diamin-tetra acetato de sodio (EDTA).

o Ficoll-Paque PLUS - GE Healthcare (Buffer estéril para separacion de células

mononucleares).
o PBS 1 X (Solucion salina balanceada).

o TRI Reagent (Sigma Aldrich).

Procedimiento:

El método FPP permite separar poblaciones de una suspension celular empleando
un medio de alta densidad y centrifugando a baja velocidad. Se parte de muestras de SP
anticoaguladas con EDTA al 5%. Las mismas son fraccionadas en dos partes iguales,
para la obtencion de ADN y ARN.

1. Secolocan 3 ml de FPP en un tubo estéril de 15 ml.

2. Se preparan 4 ml de una diluciébn de SP en PBS 1X (1:1) y se mezcla

homogeneizando por inversion.

3. Se traspasa esta dilucion cuidadosamente con pipeta Pasteur estéril al tubo con FPP,

teniendo especial cuidado de no mezclar ambas fases.
4.  Se centrifuga durante 30 min. a 400 g.

5. Se descarta la fase superior (plasma y plaquetas) y cuidadosamente se recupera la

interfase de células mononucleares, y se la coloca en un tubo Eppendorf esteril.

6.  Se resuspende agregando PBS 1X, se centrifuga durante 10 min. a 600-1000g, se
descarta el sobrenadante y se realizan 2 lavados mas con PBS 1X hasta que el pellet

se observe limpio.
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La muestra destinada para la extraccion de ARN es luego resuspendida en 1ml de
TRI Reagent (solucién monofasica de fenol y tiocianato de guanidina) y colocada en
freezer a -70°C hasta su procesamiento, en tanto que la muestra asignada para el
aislamiento de ADN es directamente almacenada en freezer -20°C hasta el momento de la

extraccion.

3.2.2. Extraccién de ADN genémico

Reactivos:

o Proteinasa K (PK, solucidén de trabajo 200 pg/ml en agua bidestilada estéril)
e  Buffer PK (Tris-HCI 10 mM, pH 8, EDTA 5 mMy SDS 0,5 %)

o Fenol (saturado en Tris/HCI 0,5 M; pH 8)

e  Alcohol isoamilico

J Cloroformo

o IAC (Alcohol isoamilico : Cloroformo (1:24)

. Alcohol etilico absoluto

. Alcohol etilico 70%

o NaCl 3 M

. Agarosa

o Buffer de siembra 6X (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilencianol

en agua desionizada)

o Bromuro de etidio 0,25 pg/ml en agua destilada
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Procedimiento:

e Digestion del ADN: Se homogeniza la muestra de linfocitos en buffer PK y se digiere
con proteinasa K (200 pg/ml) durante 24hs a 37°C.

e Extraccion de ADN: método de fenol/cloroformo.
Se realizan tres extracciones consecutivas con:
1. un volumen de fenol
2. un volumen de fenol:1AC (1:1)
3. un volumen de IAC.

o En todos los casos, se centrifuga 5 minutos a 12000g y se recupera la fase acuosa

superior.

o El ADN de alto peso molecular se precipita con 1/10 volimenes de NaCl 3 M y 1,5
volimenes de alcohol etilico absoluto.

o Se recupera el ADN con un capilar de vidrio sellado en sus extremos y se lava con
alcohol etilico 70%.

o La concentracion del ADN obtenido se estima por espectrofotometria de luz
ultravioleta (UV) a 260 nm y 280 nm. La pureza de los acidos nucleicos relativa a
proteinas se estima a través de la relacion OD,60/OD g (pureza 6ptima cuando la

relacion equivale a 1,8).

o La calidad del ADN se evalua mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,

tefiido con bromuro de etidio 0,25 pg/ml.

3.2.3 Extraccion de ARN total

Reactivos:

o TRI Reagent (Molecular Research Center)
o Cloroformo

o Isopropanol
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Alcohol etilico 75%

Agua estéril tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1%

Procedimiento:

El aislamiento de ARN total se realiza mediante la técnica de TRI Reagent/Cloroformo.

Se parte de la muestra resuspendida en TRI Reagent contenida en tubo Eppendorf.

Se efectla una extraccion con 200 ul de cloroformo, centrifugando a 9000 rpm por

15 minutos a 4°C.

Se agregan 500 ul de isopropanol a la fase acuosa recuperada, se incuba durante 10
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifuga a 12000 rpm por 10

minutos a 4°C.

Se descarta el sobrenadante, y el precipitado de ARN asi obtenido se lava con 1 pl

de etanol 75%, centrifugando a 7500 rpm por 5 minutos.
Se descarta el sobrenadante y se deja secar el pellet a 65°C durante diez minutos

Se resuspende, dependiendo de su tamafio, en 30-50 ul de agua esteéril tratada con
DEPC al 0,1%.

Se cuantifica la concentracion de ARN por espectrofotometria a 260nm, y se evalla
su pureza a traveés de la relacion OD,60/OD g (relativa a proteinas) y OD260/OD 230

(relativo a la presencia de fenol).

3.2.4. Reaccion de retro-transcripcion inversa (RT-PCR)

Reactivos

M-MLYV Reverse Transcriptase (Promega)
M-MLV RT Reaction Buffer 1X
dNTPs (Promega)

Random primers (Promega)
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Procedimiento:

La sintesis del ADNCc se efectia mediante RT-PCR en un volumen final de 20 pl

empleando 1 ug de ARN total.

La mezcla de la reaccion se compone de los siguientes elementos:
- M-MLV RT Reaction Buffer 1X

- dNTPs 10mM cada uno

- Random primers 250 ng/ul

- 10U M-MLV Reverse Transcriptase.

Cada reaccion se lleva a cabo en un ciclador TPersonal (Biometra) El programa de
PCR utilizado consiste en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 minutos,
la retrotranscripcion a 37°C por 60 minutos y finalmente la inactivacion de la

enzima transcriptasa inversa a 95°C durante 15 minutos.

Se conserva el producto en freezer a -20°C hasta su utilizacion.

3.2.5. Andlisis de la LT mediante la técnica de TRF (Terminal Restriction

Fragments)

Reactivos:

Enzimas de restriccion Hinfl y Rsal (Promega)

Buffer C (10 mM Tris-HCI, pH 7,9; 50 mM NaCl, 10 mM MgCl, y 1 mM de
ditiotreitol, DTT) (Promega)

Agarosa
Buffer TBE (1X: Tris/borato 89 mM, EDTA 1 mM)
Bromuro de etidio 0,25 pg/ml

Buffer de siembra 6X: 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilencianol

en agua desionizada.
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Membrana nylon (ZetaProbe GT, BioRad)

HCI 0,25 N

Solucidn de desnaturalizacion: NaOH 0,5 N-NaCl 1,5 M
Solucidn de neutralizacion: Tris/HCI 0,5 M-NaCl 1,5 M

Solucion salina de citrato de sodio (SSC) (1X: 150 mM cloruro de sodio y 15 mM
de citrato de sodio)

Sonda telomérica (TTAGGG); 5 pmol/ul (15 pmoles por membrana)

[v**P] dATP (3000 Ci/mmol)

Enzima T4 polinucle6tido kinasa (T4PNK) (Promega)

Buffer kinasa (Promega)

Columnas Sephadex G-50 (ProbeQuant G-50 micro columns, GE Healthcare)
Solucidn de pre-hibridacion:

v' SSC5X

v" Denhardt 5X (Ficoll 0,5 g, polivinilpirrolidona 0,5 g y seroalbdmina bovina,
BSA 0,5 g)

v SDS 0,5% (dodecil sulfato de sodio)
v" Na;HPO,0,1M
v' Formamida desionizada 20% v/v

v' Blotto (Bovine Lactato Transfer Technique Optimizer) (1X: 5% leche en

polvo descremada disuelta en agua)
SDS 1%
Peliculas radiograficas (AGFA)

Chasis de 25 x 30 cm con pantallas amplificadoras (AGFA)
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Procedimiento:

Digestion con enzimas de restriccion Hinfl y Rsal (ambas cortan por fuera del core de

las repeticiones teloméricas)

o Se coloca en un tubo Eppendorf 10 pg de ADN y 5 ul de Buffer C (1X), seguido de
5ul (50 U) de Hinfl y 5 ul (50 U) de Rsal, llevando a volumen final de 50 pl.

. Se incuba durante 16-24 horas a 37°C.

Electroforesis y transferencia (Southern blot)

o Se verifica la digestion del ADN en un mini gel (11 x 14 cm) de agarosa al 1%,
mediante electroforesis de 1 pul del producto. EI ADN digerido se visualiza como un

smear o chorreado.

o Seguidamente se realiza una nueva electroforesis, en un gel de agarosa al 0,8% de
mayor tamafio (15 x 22 cm), en el que se siembra todo del volumen de la digestion.

Este se corre durante 20-24hs a 35V a temperatura ambiente.

Ambos geles se preparan con buffer TBE 0,5X, con bromuro de etidio 0,25 pg/ml,
y se corren en cuba electroforética sumergidos en el mismo buffer. Conjuntamente a las

muestras se siembra el marcador de peso molecular AHindIII.
o Se visualiza el gel sobre un transiluminador UV de 300 nm.

o Se realiza la depurinizacion del ADN, incubando el gel en HCI 0,25 N, durante 15

minutos.
o Se desnaturaliza con solucion alcalina por 30 minutos.
o Se efectla una Gltima incubacién por 40 minutos en solucion de neutralizacion.

En los 3 casos, se retira la solucion utilizada antes de agregar la correspondiente al paso

siguiente.

o Se realiza la transferencia de las muestras de ADN a una membrana de nylon
(ZetaProbe GT, BioRad) en condiciones de alta fuerza idnica. Esto se lleva a cabo
por capilaridad en 10X SSC durante 24 horas (Southern, 1975).
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. Se lava la membrana con 2X SSC.

o Se fija el ADN transferido a la membrana covalentemente (crosslinking) por

exposicion a la luz UV durante 10 minutos.

° Se seca en horno a 80°C durante 2hs.

Preparacion de la sonda para Southern blot
Marcado y purificacion

Se marca la sonda telomérica (TTAGGG); a través de la reaccion de 5’end-

labelling, en un volumen final de 25 pl, de la siguiente manera:

e Se colocan 15 pmol de la sonda en un tubo Eppendorf y se agrega buffer kinasa
10 X. Seguidamente se incorporan 5U de T4PNK y 150 uCi de [y**P] dATP.

e Se aisla la sonda por cromatografia de exclusion molecular en columnas Sephadex
G-50 vy, luego de la centrifugacion, se la recupera en la fraccion del eluido de las
columnas (ProbeQuant G-50 micro columns), manteniéndose dentro de un

contenedor de plomo hasta el momento de hibridacion de la membrana.

Hibridacion con sondas radioactivas

o Se coloca la membrana en solucion de pre-hibridacion durante 4-5 horas a 42°C en

estufa de hibridacion (Techne).

o Se incorpora la sonda telomérica (TTAGGG); marcada a la solucion, incubando la

membrana a 42°C durante 24 horas.

o Se realizan dos lavados secuenciales de la misma con 2X SSC/SDS 1%, a 42°C y

45°C, durante 15 minutos cada uno de ellos.

e  Luego se lava dos veces con 1X SSC/SDS 0,1%, a 48°C y 50°C, durante 30

minutos cada vez.
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o En caso de que el contador Geiger detectase excesiva marca en los bordes de las
membranas se realizan lavados a mayor temperatura con la ultima solucion

mencionada.

o La membrana hibridada y lavada se expone a una pelicula radiogréafica en chasis de
25 x 30 cm que contiene pantallas amplificadoras, durante 10 dias a -70°C. La

placa es revelada, fijada, lavada y secada con procesador automatico.

. Las autorradiografias se evaluan mediante andlisis densitométrico de cada calle

respecto del marcador de peso molecular, con el software GelPro.

Interpretacion de los resultados

El estudio de LT mediante TRF permite visualizar la sefial de hibridacion en forma
de un chorreado correspondiente a todas las poblaciones de distintas longitudes
teloméricas de un determinado tejido o tipo celular. La media de LT de cada muestra es
evaluada dentro del rango de 2-23 kb y calculada considerando la siguiente ecuacion:
TRF = X (OD;j) / £ (ODi/L;), donde OD; y L; corresponden a la intensidad de sefial y la
longitud, respectivamente, en la posicion i de la autorradiografia. Los resultados asi
obtenidos se promedian y se comparan con un control positivo (linea celular K-562) y un
control negativo de acortamiento telomérico (sangre de cordon umbilical, que por ser un
tejido joven no presenta reduccién de la LT). Simultaneamente, se evalia SP de
individuos sanos como controles normales. En la Figura 16 se muestra una

autorradiografia con los tres controles mencionados anteriormente.
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PM CU CNK-562

Figura 16. Ejemplo de
231 _ autorradiografia mostrando los

TRF de sangre de cordon
9.4 _ umbilical (CL), sangre
6.5 _ periférica de un control normal

(CN) vy la linea celular K-562.
4.4 _ PM: peso molecular.

-l

3.2.6. Cuantificacion absolutade la LT

La cuantificacién absoluta de la LT se efectia mediante la técnica de g-PCR con
metodologia SYBR Green, basada en la deteccion de los productos de PCR mediante el
empleo de un fluorocromo intercalante (SYBR Green 1) en el ADN doble cadena
(ADNdc). Este fluorocromo se une al surco menor del ADNdc aumentando su
fluorescencia. Durante los consecutivos ciclos de la reaccion de PCR la cantidad de
ADNdc aumenta de manera exponencial y, por consiguiente, la cantidad de intercalante
que puede unirse al mismo y emitir fluorescencia a una longitud de onda de 530nm. La
sefial fluorescente aumentara gradualmente durante la fase de extension, serd maxima al
final de cada fase y disminuira o sera nula en cada fase de desnaturalizacion (Figura 17).
Esta técnica de PCR cuantitativa no es especifica de la secuencia amplificada y, por lo
tanto, puede detectarse fluorescencia emitida por productos no especificos y/o dimeros de
primers. Posteriormente al ciclado, a fin de evaluar la especificidad de la amplificacion,
se realiza un andlisis de curvas de melting que permite evidenciar eventuales productos

inespecificos que pudieran alterar la calidad de la estimacion cuantitativa. En el analisis
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de melting la temperatura es aumentada lentamente por encima del punto de
desnaturalizacion luego de la amplificacion del fragmento. La fluorescencia sera maxima
a temperaturas bajas, cuando todo el ADN se encuentra como ADNdc, pero disminuira de
manera drastica cercano al punto de melting del producto especifico. Este punto
corresponde a la temperatura de melting (Tm) la cual es caracteristica de cada producto ya
que la desnaturalizacion de un fragmento de ADN depende de su longitud, su secuencia
de bases y su contenido en GC, pudiendo identificarse cada uno de ellos de manera

especifica.

1. Desnaturalizacion

®
.. F
deded L LLLLLLL LY

2. Annealing

®
- ® 2
AR RE R RN RN

3. Extension
HIE lir P11l

Figura 17: Mecanismo de accién de SYBR
Green. F: fluorocromo; Tag: Taq Polimerasa

3.2.6.1. Medicion de la LT absoluta

Reactivos:

o SYBRGreen méaster mix (Roche)

o ADN de pacientes y controles
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o Primers especificos para RPLPOy TEL

o Estandares para RPLPOy TEL

Procedimiento:

La cuantificacion absoluta de la LT implica la realizaciébn de dos PCRs
consecutivas: la primera de ellas (PCR1) permite amplificar la secuencia telomérica con
primers especificos de la region y la segunda PCR (PCR2) amplifica un gen de copia
unica, RPLPO (ribosomal protein, large, P0), que codifica para la fosfoproteina ribosomal
PO de expresion constitutiva. La PCR2 es de gran utilidad ya que permite controlar la
calidad del ADN de cada muestra, asi como determinar el nimero de copias genémicas
por muestra, necesario para la cuantificacion absoluta de la LT. Se emplearon los primers
descriptos por O’Callaghan et al (2008) (Tabla 4). Ambas PCRs se llevaron a cabo en un
volumen final de 20 pl, empleando 20 ng de ADN de pacientes y controles sanos, 1X
SYBRGreen master mix y 100 nmol/L de primers (tanto para telomeros como para el
gen RPLPQ). Como control negativo de amplificacion se utilizd agua en reemplazo de
ADN.

Tabla 4. Secuencias de los primers empleados en el analisis de LT

Primer Secuencia (5’ - 3°) Tamafio (pb)

TEL F CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT

>76
TELR GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT
RPLPO F CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC
75
RPLPO R CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA

F: forward; R: reverse.

Para la cuantificacion se siguio el protocolo de SYBR Green, utilizandose el kit de
PCR vy el software de LightCycler Roche (Roche Diagnostics). Todas las muestras se

evaluaron por duplicado. Las condiciones de la reaccion que permitieron obtener la mejor
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eficiencia y reproducibilidad fueron: 95°C 10min, seguido de 45 ciclos de 95°C 15s y
60°C 1min; la curva de melting se realiz6 con 1 ciclo de 95°C 20s, 50°C 15s y 98°C con

una rampa de temperatura de 0,1°C/s.

Construccion de las curvas estandar

Para la realizacion de las curvas de calibracion, se utilizaron diluciones seriadas
(1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000 y 1/1000000) de un oligonucledtido sintético
que contiene 14 repeticiones de la secuencia telomérica TTAGGG para la PCR1 y de un
estandar sintético de RPLPO para la PCR2 (O’Callaghan et al, 2008) (Tabla 5).

Tabla 5. Secuencias de los estandares empleados

Estandar Secuencia (5’ - 37) Tamafio (pb)

TEL (TTAGGG).4 84

RPLPO CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGG -
CCAGGACTCGTTTGTACCCGTTGATGATAGAATGGG

Pb: Pares de base

Dado que ambas curvas de calibracion se efectian con oligonucleétidos sintéticos,
se puede calcular el nimero de repeticiones teloméricas y de copias del gen RPLPO

presentes en cada dilucion del estandar. Los célculos se realizan de la siguiente manera:

Para el estandar telomérico:

- La secuencia presenta una longitud de 84 pb, cuyo peso molecular (PM) es de
26667,2.

- El peso de una molécula es su PM/nimero de Avogadro. Por lo tanto, el peso de
una molécula de estandar es 26667,2/6,02x10% = 0,44x10™*° g/molécula.
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El primer punto de la curva de calibracion, que contendra el estdndar més

concentrado, se efect(ia con 60 pg de oligonucleétido (60x10" g) por reaccidn.

El mismo contiene 60x107*%g/0,44x10™° g/molécula = 1,36x10° moléculas de

oligonucleotido.

La cantidad de secuencias teloméricas en el punto mas concentrado del estandar es
entonces: 1,36x10° moléculas x 84 pb = 1,18x10° kb.

Para el gen de copia Unica RPLPO:

El estandar RPLPO presenta una longitud de 75 pb, con un PM de 23268, 1.

El peso de una molécula del estdndar es su PM/nimero de Avogadro:
23268,1/6,02x10%= 0,38x10™*° g/molécula.

El punto de la curva mas concentrado tendra 200 pg de oligonucleétido estandar
(200x10™*2g).

El mismo contiene 200x10™2 g/0,38x10™°=5,26x10° copias del amplicon RPLPO.

Dado que se tienen dos copias de RPLPO por genoma diploide, el estandar méas

concentrado tendra 2,63x10° copias por genoma diploide.

En la Figura 18 se muestra un ejemplo de la curva de calibracién para el gen RPLPO y

para la secuencia telomérica, cada una con las respectivas curvas de amplificacion y la

Tm especifica del producto amplificado.
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Figura 18. Curvas de calibracion con diluciones seriadas de los estandares: a) gen RPLPO;
b) secuencia telomérica.
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Analisis de los datos

El analisis de los datos se efectud con el software LightCycler (Roche) y el
programa Excel MS. Una vez finalizada la amplificacion, el software del equipo produce
un valor para cada muestra de la reaccion que equivale al total de kilobases de la
secuencia telomérica por tubo de reaccion, basado en la curva de calibracion realizada.
Este valor es exportado a una planilla de Excel MS, donde a través de calculos
matematicos (cociente entre valor exportado y el nimero de copias genémicas de RPLPO

por muestra de reaccion) se establece la LT absoluta en kilobases por genoma diploide.

3.2.7. Analisis de expresion génica
3.2.7.1. Disefio de primers

En este estudio se realizo el andlisis de expresion de los genes del complejo RNP
(NOP10, NHP2 y GAR1) y de DKCL1, que participa en la estabilizacion de la telomerasa,
y de hTERT y hTR, subunidades catalitica y nucleotidica de dicha enzima. Para los genes
del complejo RNP y DKC1 se disefiaron primers especificos a partir de las secuencias del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (NOP10: NC_000015.10; NHP2:
NC_000005.10; DKC1: NC_000023.11; GAR1: NC_000004.12), empleando el software

Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), y teniendo en cuenta: tamafo de los primers,

estabilidad del extremo 3", Tm, contenido de CG, ausencia de estructuras secundarias,
auto-complementariedad, concentracion de cationes y dNTP en la reaccion, entre otras
(Thornton and Basu, 2011). Se efectud el andlisis de la estructura secundaria mediante el
software Beacon DesignerTM Free

Edition (http://www.premierbiosoft.com/crm/jsp/com/phi/crm/clientside/EligibleForDisc

ountLoginForm.jsp?LoginForFreeTool=true&PID=1), a fin de seleccionar los mejores

primers en cuanto a la formacion de dimeros cruzados y auto-dimeros (aquellos que
presentaban mayores valores de -AG). Finalmente se procedié a analizar la estructura
secundaria  del producto esperado, mediante el software mFold

(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/mFold/). Solo se tuvieron en cuenta los
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primers que generaban un producto sin estructuras secundarias, 0 que tenian una Tm

menor que la temperatura de annealing de la PCR.

Para los genes hTR y hTERT se emplearon primers previamente descriptos en la

literatura (Chiodi et al, 2013; Bieche, et al, 2000). En la Tabla 6 se detallan las secuencias

de los primers empleados para cada gen en estudio.

Tabla 6. Secuencias de los primers empleados en este estudio

Nom_bre el Secuencia (5’ - 3’) Tamano Referencia
primer (pb)
B-actina F CCAGAGGCGTACAGGGATAG Ferri ot al
97 1 1
B-actina R CCAACCGCGAGAAGATGA 2015
hTRF TCTAACCCTAACTGAGAAGG - Chiodi. et
hTR R GTTTGCTCTAGAATGAACGG al, 2013
hTERT F TGACACCTCACCTCACCCAC . Bieche, et
hTERT R CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC al, 2000
NOPI0OF  TTCGGACTGTGAGCCCTGATGCCTTT . Dresente
NOPIOR  TCAATCGCCACGAGAGACTGGATGCC trabajo
NHP2 F CTTCTGTCCATCAGTGCCAT o Bresente
NHP2 R AGCATTTACTTTCCCCACCC trabajo
DKC1 F TGAAGAGAGAGATTGGGGACT . Sresente
DKC1R ATGGGAAGAGGGGTTAGAGG trabajo
GARLF CGGAGGTCGTGGAGGCTTT . Bresente
GARIR CTCGGAAGTGGTTGCTGCTG trabajo
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3.2.7.2. PCR en tiempo real (q-PCR) para medicion de expresion génica

Reactivos:

o Sybr Select Master Mix (Applied Biosystems®)
o Primers especificos para cada gen

o ADNC de pacientes y controles

Procedimiento:

o La expresion de los genes que codifican para las ribonucleoproteinas nucleolares
pequefias (NOP10, NHP2, DKC1 y GAR1) y para las dos subunidades de la enzima
telomerasa (hRTERT y hTR) se evaluaron mediante la técnica de g-PCR a partir de

los ADNCc previamente obtenidos.
o Se empleo un termociclador Rotor GENE Q (Qiagen).

o Para la cuantificacion se utilizo el protocolo de amplificacion de SYBR GREN,
empleandose el kit Sybr Select Master Mix, el cual suministra todos los

componentes necesarios para la reaccion, exceptuando los primers.

o Se utilizé el gen f-actina de expresion constitutiva como control interno de la
reaccion de PCR (Ferri et al, 2015).

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 20ul, empleando 2,5 pl
de ADNCc de pacientes y controles, 2X SYBR Selected Master Mix, y 175 nM/L de cada
primer para cada gen de interés, incluyendo al gen de referencia. Como control negativo
se empled agua en lugar de ADNc de pacientes y controles. Se estandarizaron las
condiciones de g-PCR para cada gen, lograndose un unico ciclado para todos ellos:
desnaturalizacion inicial de 50°C por 2 minutos, seguido de 95°C durante 2 minutos, 45
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 20 segundos y annealing y extension a 60°C por 1
minuto. Finalizando con una curva de melting de 50 a 99°C (Figura 19).
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Figura 19. Curvas de calibracion con diluciones seriadas del gen
B-Actina: a) curvas de amplificacion. b) Curva estandar.

3.2.8. Andlisis del estado mutacional de IGHV

3.2.8.1. A partir de ARN y su correspondiente ADNc

Reactivos

o Enzima Tag DNA polimerasa recombinante (Invitrogen)
o Buffer 10X sin magnesio (Invitrogen)

o MgCl 50mM (Invitrogen)

o dNTPs (Promega)

o Primers especificos para cada segmento

. H,0 para PCR
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o ADNCc de pacientes.

Procedimiento

Para el anélisis del perfil mutacional de los genes IGHV se procedié a amplificar las
muestras mediante la técnica de PCR a partir de los ADNc previamente obtenidos. Se
utilizaron las condiciones y primers propuestos por Pritsch et al (1993) y Campbell et al
(1992) (Tabla 7). Esta técnica emplea seis reacciones de PCR por cada muestra con seis
primers forward (VH1-6) especificos para cada familia VH, y un Unico primer reverse
(JH). Cuando la amplificacién no resulta satisfactoria, se repite la reaccion con primers
que amplifican secuencias en la region leader (LH1-6) y un Unico primer antisentido C.
La reaccion de PCR se lleva a cabo en un volumen final de 5Qul. La mezcla de reaccion
para ambas PCRs VH y LH contiene: Buffer PCR 10X, 50 mM MgCIl, 10 mM dNTPs,
H,0 PCR grade, 10 uM de cada primer y 5 U/uL de enzima Taq DNA polimerasa. Como
control negativo se empled agua en lugar de ADNc y como control positivo se amplificd
un paciente con LLC con segmento VVH conocido. La amplificacion se realizé empleando
el siguiente ciclado: desnaturalizacion inicial a 93°C por 3 minutos, seguida de 33 ciclos a
94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, y una extension

final de 7 minutos a 72°C con enfriamiento a 4°C por 10 minutos.
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Tabla 7. Secuencias de los primers empleados en este estudio

Gen

Primers

Referencia

Forward

VH1

VH2

VH3

VH4

VHS5

VH6

LH1

LH2

LH3

LH4

LH5

LH6

5’- CCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGG -3’

5’- TCCTGCGCTGGTGAAAGCCACACA -3’

5’- GGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA -3’

5’- TCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGC -3’

5’- GAAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGAA -3’

5’- CCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG -3’

5’- CATGGACTGGACCTGG -3’

5’- ATGGACACACTTTGCTCCAC -3’

5’- CCATGGAGTTTGGGCTGAGC -3’

5’- ATGAAACACCTGTGGTTCTTCC -3’

5’- ATGGGGTCAACCGCCATCC -3’

5’- ATGTCTGTCTCCTTCCTCATC -3’

Pritsch et al, 1993
Pritsch et al, 1993
Pritsch et al, 1993
Pritsch et al, 1993
Pritsch et al, 1993
Pritsch et al, 1993
Campbell et al, 1992
Campbell et al, 1992
Campbell et al, 1992
Campbell et al, 1992
Campbell et al, 1992

Campbell et al, 1992

Reverse
JH

Cu

5’- CTTACCTGAGGAGACGGTGACC -3’

5’- CTCTCAGGACTGATGGGAAGCCCCG -3’

Pritsch et al, 1993

Campbell et al, 1992
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3.2.8.2. A partir de ADN

Reactivos
o Kit KAPA2G Fast HotStart DNA Polymerase (5U/ul) (Biosystems)
e dNTPs (Biosystems)
e  Primers especificos para cada segmento

Procedimiento

Amplificacién por PCR:

Para el andlisis del perfil mutacional de los genes IGHV a partir de muestras de
ADN se utilizaron las condiciones y primers descriptos previamente (van Dongen et al,
2003) (Tabla 8). Esta técnica emplea seis reacciones de PCR por cada muestra con seis
primers forward (VH1-6), especificos para cada familia VH, y un Gnico primer reverse
(JH). La reaccion de PCR se lleva a cabo en un volumen final de 50 empleando 50 ng
de ADN. La mezcla de reaccién para la PCR contiene:

o 5X KAPA2G Buffer A (con Mg)

° 10mM dNTPs,

o H,0 PCR grade,

o 10 uM de cada primer

o 5U/ul de enzima KAPA2G Fast HotStart DNA Polymerase.

Como control negativo se emple6 agua en lugar de ADNc y como control positivo
se amplifico un paciente con LLC con segmento VH conocido. La PCR se realizd
empleando el siguiente ciclado: desnaturalizacion inicial de 95°C por 3 minutos, seguidos
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 seg., annealing a 60°C por 15seg,

extension a 72°C durante 15 seg, y una extension final de 72°C por 1 minuto.
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Tabla 8. Secuencias de los primers empleados para la
amplificacion de genes IGHV a partir de ADN.

Gen Primers
Forward
VH1 5’- GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG -3’
VH2 5’- GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC -3’
VH3 5’- CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG -3’
VH4 5’- CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG -3’
VH5 5’- CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT -3’
VH6 5’- TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG -3’
Reverse
JH 5’- CTTACCTGAGGAGACGGTGACC -3’

3.2.8.3 Electroforesis en gel de agarosa

Reactivos

Agarosa (Invitrogen)
Buffer TBE 10X:

e Tris Base 108g
e Acido Borico 559
e EDTAO05MpHS8.0 40mL
e H,0Od c.s.p. 1L

o Bromuro de etidio (5 mg/ml)
Loading Buffer:

o Glicerol 50%

o Xylene Cyanol 0,25%

o Azul de Bromofenol 0,25%

o 50bp DNA ladder (Invitrogen)
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Procedimiento

Los productos de PCR obtenidos tanto a partir de ADNc como de ADN fueron
sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al 2% (0,89 agarosa en 40mL buffer
TBE 0,5X) con bromuro de etidio (5 mg/ml) (2ul muestra + 10ul loading buffer) y
visualizados bajo luz UV, para observar la banda correspondiente al segmento VH
amplificado. Conjuntamente a la muestra analizada se corrieron los controles positivo y
negativo, ademas de un marcador de peso molecular (ladder ADN 50pb). El tamafio de

producto esperado es entre 200-500pb (Figura 20a y b).

c-cc+1 23 4 5 6PM L1 2 3 4 5 6 PM
a) b)

L

- - =

Figura 20. Gel de agarosa al 2% mostrando amplificacion por PCR a partir de
cDNA de la misma muestra con primers: a) VH-JH, mostrando amplificacion
policlonal, y b) LH-Cp, con definicion de segmento LH3. C-: control
negativo, C+: control positivo, PM: marcador de peso molecular.

3.2.8.4. Analisis de secuencias

Los productos de PCR fueron secuenciados bidireccionalmente. Luego de
comprobar que la secuenciacion es informativa, con picos definidos y no superpuestos en
el cromatograma, se elige la zona de la secuencia que se va a analizar, que debe
encontrarse contenida entre las secuencias de los primers utilizados. En la Figura 21 se

observa el cromatograma de una secuencia y la zona elegida a partir del mismo:
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GGNNNNNNNCTGACTGCACTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTAGTGGAGTGGGTGTGGGCTGGATCCGTCAGCCCCCA
GGAAAGGCCCTGGAGTGGCTTGCACTCATTTATTGGAATGATGATAAGCGCTACAGCCCATCTCTGAAGAGCAGGCTCAC
CATCACCAAGGACACCTCCAAAAACCAGGTGGTCCTTACAATGACCAACATGGACCCTGTGGACACAGCCACATATTACTG
TGCACTCTCACTGCACTGGGGATCGAGCTATGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCTCAGGTAAG

Figura 21. Ejemplo del analisis de una muestra: a) secuenciacion automatica y b) zona de
la secuencia (delimitada en violeta) que se analizé en las bases de datos IMGT e IgBlast.

Las secuencias son luego ingresadas y analizadas mediante las bases de datos
ImMunoGeneTics (IMGT; http://imgt.cines.fr/) e IgBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/i

gblast/) las cuales permiten identificar los segmentos clonales involucrados y el
porcentaje de homologia respecto de la linea germinal (Figura 22). Como se menciono
previamente, se consideran M aquellas secuencias IGHV con menos del 98% de
homologia, y como NM aquellas con un nivel de homologia mayor o igual al 98%.
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a) V(D) summary for query sequence:

Top V gene match | Top D gene match |Top § gene match |Chain type |V-J Frame Strand

IGHV2-5°01 IGHD7-27*01 ‘ IGHM4*02 VH In-frame +

|

Nucleotide details around V{D)J junctions:

V region end |V-D junction® | Dregion |D-J junction® ) region start

TGCAC TCTCACTGC ACTGGGGA | TCGAGCTA TGACT

*: Overlapping nucleotides may exist at some V-D-J junction (i.2, nucleotides that could be contributed by either

Joining segment due to homology-directed rearrangament). Such basas will be shown inside a parenthesis (i.e.,
(TACAT)) and will not be included under v, D or J region itself.

alignment summary between query and top germline V gene hit:

’ [fmm’ to lengmlmatdles Mismatches gaps’ldentuty(?é)

e

|

|
’rwnz{ 21 |62 ’ a2

|

E
l
|
a2 ’ 0 F’ 100
’cnaz[ 63 110 48 | a8 ! 0 F’ 100
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Result summary- Productive I6H resrranged sequence (no stop codon and in-frame junction)
\-GINE and sllele 18HV2-5°01 | score =583 ientity = 100.00% [200/200 nt}
J-GENE and sllele w score =145 igentity = E5.84% |!!,"33 ntj
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Figura 22. Ejemplo del resultado obtenido del analisis de una secuencia previamente
mostrada empleando la base de datos: a) IgBlast y b) IMGT, mostrando los
segmentos y subsegmentos V-D-J correspondientes (azul) y el porcentaje de
homologia (naranja) respecto de la linea germinal.
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Para la definicion de clusters o subsets de secuencias de rearreglos IGHV-D-J se
empled el criterio establecido por Messmer et al (2004): uso de los mismos rearreglos V-
D-J, del mismo marco de lectura IGHD y un MAS (mean alignment score) mayor o igual
al 60%. Brevemente, para la evaluacion de los clustersHCDR3, todos los rearreglos de
secuencias IGHD en marco de lectura correcto (in-frame) se convirtieron a secuencias
aminoacidicas (AA) y se alinearon con las secuencias AA HCDR3 putativas utilizando el
software de alineamiento mdltiple Clustal Omega. Para este alineamiento se toma la
region HCDR3 entre los codones 107-117 (segun la numeracion IMGT), considerando la
presencia de los codones conservados 105-106. Las nomenclaturas de los clusters se
determinaron segun los datos obtenidos por Messmer et al (2004), Stomatopoulos et al
(2007), Murray et al (2008) y Bomben et al (2009). Para el analisis de los mismos se
establecen pares de alineamientos entre la secuencia incognica y cada una de las
secuencias de los clusters. En cada par de secuencias se determina un score de
alineamiento, luego se establece el MAS, considerado como el valor medio de todos los

scores determinados por Clustal Omega.

3.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente empleando el test de
Mann-Whitney. El analisis de las variables clinicas y moleculares entre grupos se llevé a
cabo mediante los test t de Student o Kruskal-Wallis (para variables cuantitativas) y Chi-
cuadrado o exacto de Fisher (para variables categéricas). El analisis de sobrevida SV
global y SLT entre grupos se realiz6 mediante el método de Kaplan-Meier, en tanto que
las diferencias entre las curvas se evaluaron con el log-rank test. El periodo analizado se
extendio desde el diagnostico hasta el comienzo del tratamiento o la Gltima consulta
médica. Para todos los test, se consideré un p<0,05 como estadisticamente significativo.
Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa GraphPad Prism version 5.0.
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Analisis de longitud telomérica y su relacion con rearreglos genémicos

4.1. Resultados

4.1.1. Pacientes estudiados

bioldgicas de los pacientes estudiados:

En el presente trabajo se realiz6 la medicion de la LT mediante g-PCR en 107
muestras de ADN de pacientes con LLC al momento del diagndstico (63 hombres; edad
media: 64,5 afios; rango: 36 a 89 afios), que presentaban estudio citogenético y de FISH,

efectuado en nuestro laboratorio. En la Tabla 9 se detallan las caracteristicas clinico-

Tabla 9. Caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes con

LLC

Caracteristicas

Pacientes LLC

N° de pacientes
Sexo F/IM
Edad media (afios) (rango)
Estadios clinicos (%)
Rai 0
Rai I-11
Rai ll1-1V

Recuento de glébulos blancos
(x109/L) (rango)

Linfocitos (%) (rango)
Plaquetas (x10%/L) (rango)
Hemoglobina (g/dL) (rango)
LDH (UI/L) (rango)

p2M (ug/mL) (rango)

107
43/64
64,5 (36 - 89)

34,1%
51,8%
14,1%

41,1 (5,4 - 210)

76,4 (34 - 97)
213,3 (16,4 - 900)
12,6 (7 - 15,5)
371,1 (128 - 882)
3,21 (1,17 - 15)

F: femenino; M: masculino;

LDH: lactato

deshidrogenasa; 3,M: B.microglobulina.
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4.1.2. Validacion de la técnica de g-PCR

En primer lugar se llevo a cabo la validacion de la técnica de q-PCR, mediante el
analisis de 46 pacientes con LLC que tenian estudios previos de LT por TRF. Para
efectuar la conversion de los valores de LT absoluta (kb/genoma diploide) a su valor
equivalente de LT por Southern blot (kb) se empleé la férmula de regresion:

y =0,0746x + 0,5285  donde: x=Log [LT (g-PCR)], y=Log [LT (TRF)]

Este andlisis permiti6 observar una correlacion significativa entre ambas
metodologias (p<0,0026), haciendo factible continuar nuestro estudio con el empleo de la
técnica de g-PCR (Figura 23).

15—

p=0,0026

0 15 30 45 60 75 90
qFCR (kb/fgenoma)

Figura 23. Correlacién de la LT entre la metodologia q-PCR y el
ensayo de TRF (p=0,0026).

4.1.3. Analisis de la LT en pacientes con LLC y controles

El andlisis de la LT en el total de 107 pacientes con LLC y 61 controles normales
(sin antecedentes de neoplasias) (21 varones; edad media: 56,5 afios; rango 21-91 afios),
mostré un acortamiento significativo en los pacientes (6,80+0,68 kb) comparado con el
grupo total de controles (7,26+0,9 Kb) (p=0,0001) (Figura 24), asi como también
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respecto de 40 controles pareados por edad (+ dos afios) (16 hombres; edad media: 64,8
afos; rango: 34-88 afos) (7,09+0,48 kb) (p<0,0002).
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Figura 24: Distribucion de la LT en 107 pacientes con
LLC y 61 controles normales (p=0,0001). Los datos de
LT absoluta (kb/genoma diploide) fueron convertidos en
su valor equivalente de LT por Southern blot (kb).

4.1.4. Correlacién de la LT con la edad

A continuacion nos intereso avaluar la LT en funcion de la edad tanto en individuos
normales como en los pacientes con LLC. Esto permitié detectar una correlacion positiva
en los controles (p<0,0001; R2: 0,4545) (Figura 25), en tanto que los pacientes con LLC
no mostraron asociacion entre la LT y la edad o el sexo (p=0,13 y p=0,1,
respectivamente), sustentando el concepto que estas dos caracteristicas tienen poco o
ningun efecto sobre la LT de pacientes con esta neoplasia (Ricca et al, 2007; Hoxha et al,
2014).
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—— LLC
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Figura 25. Correlacion entre edad y LT en pacientes con LLC (ho
significativo) y controles (p<0,0001).

4.1.5. Correlacion entre LT y alteraciones genéticas

De los 107 pacientes analizados por citogenética, 63 de ellos presentaron cariotipo
normal (SA) y los restantes 44 mostraron alteraciones cromosomicas clonales: 14 casos
con trisomia 12 (+12) como Unica alteracion y 30 con anomalias numéricas y
estructurales (grupo AC: alteraciones cromosomicas). La Figura 26 muestra la

distribucion de anomalias genéticas por cromosoma en nuestra serie de pacientes.
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== Alteraciones Eslruclurales
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Figura 26. Histograma mostrando la distribucion de alteraciones estructurales y numéricas
por cromosoma en nuestra cohorte de pacientes con LLC

En este contexto, se efectud el analisis de la LT de los pacientes con LLC
distribuidos acorde a los grupos de riesgo establecidos por FISH y citogenética. El mismo
mostré una reduccion progresiva del tamafio telomérico desde los casos con del13g14
(6,99+0,57 kb) como Unica alteracion (de buen pronéstico), que presentaron los
telomeros mas largos, seguido por aquellos sin alteraciones (SA), con +12 (de prondstico
intermedio), y los pacientes con del11922 y del17p13 (asociados a corta sobrevida) que
mostraron los telomeros més cortos. Las LT de los pacientes con del11g22 (n=10)
(6.53+0.68 Kb), del17p (n=7) (6.48+0.50 Kb) y con ambas alteraciones (n=4) (6.34+0.41
Kb) no mostraron diferencias significativas, por lo que fueron evaluados como un Unico
grupo denominado del11q/17p (6.47+0.56 Kb). En la Tabla 10 se detallan los grupos de
riesgo citogenético analizados, el nimero de pacientes de cada uno, su distribucion por
edad y sexo, el cariotipo y la LT observada; 17 casos (22 %) mostraron mas de una
alteracion (6,43+0,63 kb). En esta Tabla se incluye también el grupo de pacientes con
alteraciones cromosomicas clonales en el cariotipo, caracteristica asociada a peor

evolucion clinica.
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Tabla 10. Distribucién de pacientes con LLC de acuerdo a los grupos de riesgo por FISH y
citogenética.

Gruno N° de casos Edad Sexo Cariotino Media LT£DS
P (%) (afios)(rango) P (kb)
F M
del13q14 sola 24 (22,4) 64,3 (36-83) 8 16 Normal 6,990,57
Sin alteraciones 18 (16,8) 60,6 (43-87) 12 6 Normal 6,96+0,77
Trisomia 12 14 (13,1) 68,3 (54-76) 5 9 +12 6,5620,92
del11g/17p 21 (19,6) 66,6 (43-89) 8 13 Normal 6,47+0,56*
Alteraciones 30 (28,0) 63,7 (44-82) 10 20  Anormal  6,89+0,59

cromosomicas

*Diferencias significativas entre pacientes con del11g/17p con respecto a los casos con: del13q
como Unica alteracion (p=0,0037), sin alteraciones (p=0,028), y con aberraciones cromosémicas
(p=0,014). F: femenino; M: masculino; LT: longitud telomérica; DS: Desvio estandar.

El anélisis de la LT no mostrd diferencias significativas entre los pacientes con
del13g14 como unica alteracion y aquellos SA comparado con los controles. Por el
contrario, los casos con del11qg/17p presentaron telémeros significativamente mas cortos
que aquellos con solo del13g14 (p=0,0037), SA (p=0,028), no encontrandose diferencias
respecto de los casos con trisomia 12. Los pacientes con del11g/17p también mostraron
telomeros mas cortos que los casos con AC (p=0,014) y que el resto de los pacientes en
conjunto (p=0,045) (Figura 27).
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Figura 27. Longitud telomérica en los diferentes grupos de
riesgo genético y controles. *Diferencias significativas
respecto de delllg/l7p, +12 y AC (p<0,0001). LT
significativamente acortada en el grupo delllg/17p
respecto de SA (p=0,028), dell3qld (p=0,0037) y AC
(p=0,014).

Simultaneamente, el anélisis considerando el nimero de alteraciones por FISH

revel6 una reduccién significativa de LT en pacientes con 2 o mas anomalias (6,43+0,63
Kb) comparados con aquellos SA (6,96+£0,77 Kb) (p=0,033) y con 1 alteracion

(6,82:£0,69 Kb) (p=0,045) (Figura 28).
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Figura 28. Distribucién de LT en pacientes analizados por FISH
teniendo en cuenta el numero de alteraciones. Diferencias
significativas en la media de LT entre los casos con 2 0 mas
alteraciones respecto de aquellos sin alteraciones (SA) (p=0,033) y
con una alteracion (1 Alt) (p=0,045). SA: sin alteracion; Alt:
alteracion.

Teniendo en cuenta el andlisis citogenético, observamos que el grupo con AC
presentd una media de LT significativamente mas corta que la poblacion control
(p=0,046). Cuando éste fue dividido de acuerdo al nimero de alteraciones, se observo
una reduccion de la LT desde los casos con una alteracién (6,92+0,66 Kb), dos
alteraciones (6,83+0,79 Kb) y tres 0 mas anormalidades (6,78+0,48 Kb), aunque sin
alcanzar diferencias significativas. Los pacientes con solo una alteracion no presentaron
diferencias respecto de los controles, mientras que en los casos con dos 0 mas
anormalidades se observd un acortamiento telomérico significativo (6,79+0,56 Kb)
(p=0,03). Ademas, los casos con 2 0 mas alteraciones mostraron una tendencia a tener
telomeros mas cortos comparados con el grupo SA/1 alteracion (6,96+0,74 Kb) (Figura
29).
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Figura 29. LT de acuerdo al nimero de alteraciones detectadas
por citogenética. SA/1 alt: grupo sin alteraciones o con una sola
alteracion. Alt: alteraciones.

Asimismo, no se observaron diferencias en las medias de LT entre los casos con
dos 0 méas anormalidades detectadas por FISH o citogenética y aquellos con delecion
11g/17p, sustentando la asociacion de ambos parametros de mal pronostico (mayor
numero de alteraciones y presencia de del11g/17p) con el acortamiento telomérico.

Finalmente, utilizando como punto de corte la LT media de los pacientes (6,8 kb),
se dividio la cohorte en dos grupos: telomeros cortos (<6,8 kb) y telomeros largos6,8
kb), observandose asociacidn entre los telomeros cortos y anomalias de peor prondstico
(delllg/17p), con diferencias significativas respecto de los casos con del13gl4 y SA
(p=0,042), con AC (p=0,041) y toda la poblacion (p=0,045) (Tabla 11).

82



Analisis de longitud telomérica y su relacion con rearreglos genémicos

Tabla 11. Distribucién de alteraciones genéticas en relaciénala LT.

Long]tgd SA  dell3ql4  +12  delllg/17p AC Total pacientes
Telomérica
Corto (<6.8 kb) 7 10 8 16* 13 53
Largo (>6.8 kb) 11 14 6 5 17 54

*Diferencias significativas con respecto a del13ql4 sola (p=0,042), Sin alteraciones (SA)
(p=0,042), aberraciones cromosémicas (AC) (p=0,041) y la cohorte completa (p=0,045).

4.1.6. Correlacion con las caracteristicas clinicas de los pacientes

A fin de evaluar el significado clinico de los resultados obtenidos, se analizaron las
caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes en funcion de la LT (Tabla 12). La
evaluacion de los factores prondsticos de LLC teniendo en cuenta la presencia de
telomeros cortos vs largos no mostré diferencias significativas. El analisis de estos
parametros comparando los casos con dos 0 mas alteraciones por FISH o citogenética con
respecto a los pacientes SA/1 alteracion mostrdé una tendencia a mayores niveles de
B2Microglobulina en el primer grupo respecto del segundo (5,29 ug/mL y 2,88 ug/mL,

respectivamente) (p=0,07).

Tabla 12. Comparacion de caracteristicas clinicas con las alteraciones

gendmicas.
Caracteristicas SA + 1 Alteracion 2 0 més Alteraciones

ReC“er}flgS/E;é(?::]%Z ;"ancos 38,8 (5,4 — 185,8) 44,2 (9,5 - 108,6)

Linfocitos (%) (rango) 74,6 (10 -91) 77,8 (50,9 - 92)
Plaquetas (x10°/L) (rango) 195,9 (73 - 378) 194,8 (110 - 323)

Hemoglobina (g/dL) (rango) 12,8 (10,4 - 15,4) 12,5 (8,2 - 15)
LDH (UI/L) (rango) 381,5 (159 - 607) 363,5 (185 - 606)

B2M (ug/mL) (rango) 29(1,2-6) 5,3(1,3-15)

LDH: lactato deshidrogenasa; f,M: B.microglobulina
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Simultaneamente, se evalud la evolucion clinica de los pacientes. Dicho analisis
mostré una SLT significativamente mas corta en los casos con 2 0 mas alteraciones
(analizadas por ambas técnicas), respecto de aquellos SA/1 alteracién (p=0,0006) (Figura
30). Ademas, si bien no se encontraron diferencias significativas, se observé una reducida
SLT en pacientes con teldmeros cortos (40 meses) respecto de los que presentaban

telomeros largos (96 meses) (Figura 31).

) 0M Alt por Citogenética
) 0/1 Alt por FISH :
\ —l— 20 mas Alt por Citogenética
l { 1~ 20mas Altpor FISH :
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Figura 30. Sobrevida libre de eventos en pacientes con LLC. Se
observaron diferencias significativas entre pacientes con 2 0 mas
alteraciones por citogenética o FISH respecto de aquellos sin
alteraciones/1 alteracion (p=0,0006). Alt: Alteraciones.
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Figura 31. SLT en pacientes con teldmeros cortos (40 meses)
respecto de aquellos con telémeros largos (96 meses). Tel:
telomeros.

4.2. Discusion

Los telébmeros disfuncionales han sido relacionados con alteraciones gendmicas,
incluyendo pérdida de heterocigosidad, disrupcion génica y aneuploidia, asi como
también con el desarrollo de células clonales con un fenotipo tumoral agresivo. En este
estudio, hemos analizado la relacion entre LT y anomalias cromosomicas detectadas por
citogenética convencional y FISH en pacientes con LLC, empleando por primera vez el
ensayo de gPCR para cuantificar de forma absoluta la LT, confirmando la utilidad de esta

técnica para la evaluacion del tamafio telomérico en esta patologia.

Nuestros resultados mostraron asociacion entre los telomeros cortos y las
aberraciones genémicas de alto riesgo asi como también con la presencia de 2 0 mas
alteraciones citogenéticas, apoyando hallazgos previos basados en otras metodologias
(Roos et al, 2008; Rossi et al, 2009; Lin et al, 2010). A la inversa, los casos de LLC con
telomeros largos se caracterizaron por presentar delecion 13q14, ausencia de alteraciones
citogenéticas o sélo una anormalidad, factores asociados a mejor prondstico. Estos
resultados concuerdan con datos previos (Roos et al, 2008; Mansouri et al, 2013),

85



Analisis de longitud telomérica y su relacion con rearreglos genémicos

sustentando que la presencia de telomeros disfuncionales constituye un evento clave en el
desarrollo de inestabilidad genomica en los tumores, correlacionado con el incremento de

la complejidad genética (Jones et al, 2012).

Al presente, existe escasa informacion sobre la relacion entre telémeros cortos y
anomalias cromosémicas detectadas por citogenética convencional. Estudios en mieloma
multiple mostraron asociacién entre LT acortada, anomalias cromosomicas y aumento de
la frecuencia de las asociaciones teloméricas (Cottliar et al, 2003; Wu et al, 2003), en
tanto que no se encontraron diferencias en la LT entre los casos con cariotipos normales y
anormales o de acuerdo con diferentes aberraciones gendmicas en pacientes con linfoma
de células del manto (Cottliar et al, 2009; Jebaraj et al, 2013). Nuestros resultados en
LLC apoyan el rol del acortamiento de los telémeros en el origen de la inestabilidad
gendémica (Lin et al, 2010) y refuerzan datos de la literatura que muestran el valor
prondstico adverso de las alteraciones cromosomicas en esta patologia (Mayr et al, 2006;
Travella et al, 2013; van de Neste et al, 2007). En esta linea, Mansouri et al (2013)
detectaron que el aumento en el nimero de CNA (copy number alterations) detectadas
por array-SNP (single nucleotide polymorphism) de alta resolucion, se encontraba
correlacionado con la disminucién de la LT en pacientes con LLC. Rossi et al (2008)
demostraron el rol de los telomeros cortos como predictores independientes de
transformacion a Sindrome de Richter, proceso asociado a una mayor complejidad
genética. Asimismo, Lin et al (2010) observaron una reduccion critica en la LT durante la
progresion de la enfermedad asociada a la pérdida de la funcidn de proteccién terminal de
los telomeros (end-capping function), fusiones de los extremos de los cromosomas e
inestabilidad gendmica, y demostraron que los mismos constituyen eventos comunes en

pacientes con LLC.

La mayoria de nuestros casos (86%) fueron estudiados en etapas tempranas de la
enfermedad. Diferentes autores (Hoxha et al, 2014; Augereau et al, 2011; Lin et al, 2014)
hallaron evidencias de dafio telomérico en pacientes en estadios iniciales de la LLC,
sugiriendo que el acortamiento de los telomeros podria ser un posible marcador de
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progresion clinica. Ademas, Ricca et al (2007) demostraron que la LT no siempre es
estable en el tiempo, indicando que la misma estaria influenciada por la historia natural
de la enfermedad. De acuerdo con estos hallazgos, tres pacientes de nuestra serie fueron
estudiados al diagndéstico y durante la evolucion clonal, mostrando una clara reduccion en
su LT (datos no mostrados), sustentando que la disfunciéon telomérica es un evento
importante en la acumulacion de alteraciones cromosomicas durante la progresion clinica.
Un estudio reciente (Mansouri et al, 2013) también detecta modificaciones en la LT
durante el curso de la enfermedad, observando que los casos con LT mayores al momento
del diagnostico tuvieron un mayor desgaste de los extremos cromosémicos, mientras que
los pacientes con teldémeros cortos podian mostrar incremento en su LT. No obstante,

resulta importante evaluar un mayor nimero de casos para clarificar estos hallazgos.

Simultdneamente, nuestros resultados no mostraron diferencias en la LT al
comparar los casos con dos 0 mas anomalias y los pacientes con deleciones 11q/17p,
respaldando la asociacion de telomeros cortos con alteraciones cromosémicas en LLC.
Como se sabe, alteraciones genOmicas como 11g/17p determinan ventajas en la
supervivencia y el aumento de la proliferacion celular promoviendo la erosion de los
telomeros (Kienle et al, 2005). Del mismo modo, en los casos de LLC con complejidad
gendémica, se observé una rapida cinética de progresion, documentada por un corto
tiempo de duplicacion linfocitaria, menores tiempos de progresion a una etapa mas
avanzada y un incremento en los marcadores de proliferacion, lo cual indica la
importancia de la disfuncion telomérica en la generacion de inestabilidad genémica y
evolucion clonal en esta patologia. En este contexto, Brugat et al (2010) hallaron en
pacientes con LLC con evolucion clinica desfavorable, un subgrupo de células con
rearreglos teloméricos asociados a disfuncién de los extremos cromosomicos, maltiples

aberraciones citogenéticas y medias de LT muy cortas.

En referencia a las caracteristicas clinicas, nuestros resultados mostraron una SLT
significativamente mé&s corta en los pacientes con 2 0 més alteraciones en comparacion

con aquellos SA més una anomalia, sustentando una fuerte correlacion entre los
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telomeros cortos y la complejidad genética, y mostrando su impacto en la evolucion
clinica. Estos datos concuerdan con estudios previos, incluyendo los de nuestro grupo,
que muestran el significado clinico adverso de las anomalias cromosomicas y los
cariotipos complejos en la LLC (Mayr et al, 2006; Haferlach et al, 2007; Travella et al,
2013), y refuerzan la importancia de identificar este subgrupo de pacientes en el disefio
de estrategias de tratamiento adaptadas al grupo de riesgo (Rigolin et al, 2012). Ademas,
aunque no se encontraron diferencias significativas, se observd una SLT mas corta en los
casos con LT menores a la media de los pacientes respecto de los casos con telémeros
largos. Estos resultados estdn en concordancia con datos previamente publicados
(Sellman et al, 2011; Mansouri et al, 2013; Hoxha et al, 2014; Lin et al, 2014), apoyando
la participacion de la disfuncion telomérica en la progresion de la enfermedad. Sin
embargo, en un andlisis multivariado la LT no mostr6 ser un factor prondstico
independiente para la supervivencia global y el tiempo al primer tratamiento (Mansouri et
al, 2013; Hoxha et al, 2014), hallazgo que podria estar relacionado con su fuerte

asociacion con factores de riesgo desfavorables para la LLC.

En conclusion, nuestros resultados sustentan la asociacion del acortamiento de los
telomeros con aberraciones genéticas y complejidad genémica, detectadas por FISH o
citogenética convencional en LLC e indican la importancia de la disfuncion telomerica en
el desarrollo de la inestabilidad gendmica en esta patologia. Sin duda, la evaluacién de la
LT resulta de importancia no sélo en la comprensién de las caracteristicas bioldgicas de
la enfermedad, sino que también proporciona informacion de valor prondstico, asi como
la posibilidad de elegir la mejor poblacion de pacientes pasibles de beneficiarse con los
nuevos enfoques terapéuticos con inhibidores de la telomerasa. Asimismo, cabe destacar
que el presente es el primer estudio de LT en LLC empleando la técnica de gPCR,
confirmando su utilidad en el andlisis del acortamiento telomérico presente en la

patologia.
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Estatus mutacional de los genes IGVH y Telomeros

5.1. Resultados
5.1.1. Caracteristicas generales

El estudio del perfil mutacional de los genes IGHV, empleando PCR especifica para
cada familia VH y posterior secuenciacion directa, se llevé a cabo en un total de 69
pacientes con LLC (41 varones; edad media: 64,3 afos; rango: 36-87 afios). Del total de
pacientes evaluados, 49 fueron estudiados a partir de ARN y 20 a partir de ADN. En la
Tabla 13 se detalla la edad, sexo, estadio clinico al diagnostico, estado mutacional y
rearreglos IGHV-D-J. Entre estos, 40 (57,97%) fueron M (<98% de homologia respecto
de la linea germinal) mientras que los 29 restantes (42,03%) fueron>8%s (de
homologia). Un Unico paciente presentd doble rearreglo (caso 53). Asimismo, entre los
casos NM el 72,4% de las secuencias fueron completamente NM (100% homologia),
10,4% fueron minimamente NM (99-99,9%) y 17,2% borderline (98-98,9%). Respecto
de los pacientes M, 87,5% de los casos mostraron secuencias con <96% de homologia y
12,5% entre 96-97,9%. La media de edad fue mayor para los pacientes con LLC M
(65,18 afios) respecto de los NM (63,28 afios), observandose una mayor proporcion de
varones en ambos grupos (55% Yy 65,5%, respectivamente). La distribucion por estadios
Rai mostro una mayor frecuencia de casos en estadio 0 en las LLC M (39,4%) respecto
de las NM (23,8%).

Tabla 13. Analisis del estado mutacional y los rearreglos de IGHV de 69 pacientes

conLLC
Caso Edad/ Estadio GenVH  Segmento DH Segmento JH Homologia (%)
Sexo Rai
1 44/M | V4-59*0Q7 D2-15*01 J6*02 M (87,9)
2 36/F ND V1-3*01 D5-24*01 J3*02 M (88,5)
3 64/M | V3-23*01 D4-17*01 J6*02 M (89.0)
4 57/M Il V3-23*01 D2-15*01 J4*02 M (90,3)
5 T1/F | V4-34*01 D3-9*01 J6*02 M (90,6)
6 43/M 0 V3-21*04 D5-18*01 J4*02 M (90,9)
7 83/F I V3-7*03 D6-13*01 J5*02 M (91,0)
8 80/M 0 V3-72*01 D3-22*01 J3*02 M (91,0)
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

64/M
70/M
69/M
56/F
79/F
68/F
73/F
49/F
64/M
55/F
T4/F
59/M
69/M
72/F
60/M
67/M
60/M
47/M
75/F
T1/F
79/F
68/M
63/F
75/M
65/F
79/M
55/F
83/M
60/M
60/M
87/F
52/M
52/M
48/M
63/M
70/M
69/M

V3-33*01
V3-7*01
V3-7*03

V4-34*01

V4-61*02

V3-23*01

V4-34*01

V3-48*02
V4-59*1

V3-23*01
V3-7*03

V3-74*01

V3-15*01

V3-30*04
V3-7*01

V1-69*13
V3-7*01

V4-59*01

V5-51*01

V3-21*01

V3-43*01

V3-72*01

V4-59*03

V3-74*01

V4-59*03

V3-74*01

V4-59*08

V3-23*01

V7-4*1*01

V4-61*02

V3-21*01

V5-51*01
V4-4*07
V3-7*01

V3-21*01

V4-61*02

V3-66*01

D3-10*01
D4-17*01
D2-08*01
D2-15*01
D5-18*01
D3-22*01
D5-18*01
D2-8*02
D6-19*01
D2-2*01
D3-22*01
D4-23*01
D2-21*01
D3-22*01
D6-19*01
D3-10*01
D6-19*01
D3-22*01
D2-2*01
D3-16*01
D4-17*01
D2-26*01
D6-13*01
D6-13*01
D6-13*01
D6-13*01
D3-22*01
D6-19*01
D4-11*01
D4-23*01
D1-26*01
D3-10*01
D3-3*02
D3-22*01
D5-24*01
D5-18*01
D1-26*01

J4*02
J3*01
J4*02
J6*02
J3*02
J6*01
J6*02
J4*02
J1*01
J4*02
J4*02
J3*02
J4*02
J4*02
J3*02
J6*02
J3*02
J4*02
J5*02
J4*02
J4*02
J6*02
J4*01
J6*13
J4*01
J6*13
J4*02
J1*01
J4*02
J4*02
J6*02
J6*02
J4*02
J6*03
J6*02
J6*02
J1*01

M (91,7)
M (92,0)
M (92,0)
M (92,0)
M (92,3)
M (92,4)
M (92,4)
M (92,5)
M (92,6)
M (92,7)
M (93.0)
M (93,0)
M (93,0)
M (93,4)
M (93,5)
M (93,5)
M (93,5)
M (93,8)
M (94,1)
M (94,2)
M (94,3)
M (95,0)
M (95,0)
M (95,0)
M (95,0)
M (95,0)
M (95,3)
M (95,8)
M (96,5)
M (96,5)
M (96,8)
M (96,9)
NM (98,0)
NM (98,4)
NM (98,4)
NM (98,5)
NM (98,5)
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46 T1/F 0 V3-23*01 D3-10*01 J5*02 NM (99,0)
47 80/F I V3-21*01 D3-22*01 J6*02 NM (99,0)
48 75/M v V3-21*01 D3-3*01 J6*02 NM (99,5)
49 69/F 1 V3-74*01 D3-22*01 J5*02 NM (100)
50 54/M Il V1-69*01 D3-3*01 J6*03 NM (100)
51 57/M 1 V3-11*01 D3-3*01 J3*02 NM (100)
52 69/F 0 V5-51*01 D5-24*01 J6*02 NM (100)
53# 65/F I V3-33*01/ D2-2*02/ J3*02/ NM (100)
V1-46*01 D6-13*01 J4*02
54 61/M 1 V1-69*01 D3-3*01 J6*02 NM (100)
55 65/M 0 V3-48*03 D3-22*01 J5*02 NM (100)
56 54/F v V1-58*01 D3-16*01 J3*02 NM (100)
57 62/F I V4-59*02 D3-3*01 J5*02 NM (100)
58 53/M I V1-69*01 D3-3*01 J6*02 NM (100)
59 56/M I V3-23*01 D3-10*01 J4*02 NM (100)
60 51/M | V3-49*03 D3-3*01 J4*02 NM (100)
61 38/M 1 V3-21*02 D5-12*01 J6*02 NM (100)
62 72IM | V3-48*01 D2-8*01 J5*02 NM (100)
63 73IM ND V1-3*01 D6-19*01 J4*02 NM (100)
64 64/F ND V3-23*01 D3-3*01 J4*02 NM (100)
65 63/M 0 V3-33*01 D3-22*01 J4*02 NM (100)
66 69/F ND V1-2*04 D3-16*01 J3*02 NM (100)
67 68/M ND V3-11*01 D3-16*02 J4*02 NM (100)
68 69/M ND V1-69*02 D2-2*01 J5*02 NM (100)
69 76/F ND V3-71*03 D1-20*01 J6*03 NM (100)

ND: No Determinado. F: Femenino. M: Masculino; # doble rearreglo.

5.1.2. Analisis de los rearreglos IGHV-D-J
5.2.2.1. Distribucién de familias y genes VH

Con respecto a las familias IGHV, encontramos que la méas frecuentemente utilizada
en nuestra serie fue IGHV3 (60% de los casos), seguida por IGHV4 (20%), IGHV1
(14,29%), IGHV5 (4.28%) e IGHV7 (1,43%), no hallandose expresion de las familias
IGHV2 e IGHV6 (Figura 32a). Los casos que expresaban las familias IGHV3 e IGHV4
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presentaron una mayor frecuencia de LLC-M (57,1% y 78,6%, respectivamente). En
contraste, el 80% de pacientes con IGHV1 fueron LLC-NM, con diferencias significativas
respecto de IGHV4 (p=0,0111) y de la serie entera (p=0,0167).

En referencia al uso de los genes IGHV, en nuestra serie encontramos representados
26 de los 42 segmentos funcionales descriptos (Matsuda et al, 1998). Los segmentos mas
frecuentemente utilizados fueron: IGHV3-23 (11,42%), IGHV3-7, IGHV3-21y IGHV4-59
(10% cada uno), seguido por IGHV1-69 (7,1%) e IGHV4-34 (4,3%) (Figura 32b); en
conjunto los mismos representaron el 58% de los genes expresados. Asimismo, se pudo
observar que el gen IGHV1-69 estuvo asociado al estatus NM (75% de los casos, todos
ellos con 100% de homologia). En tanto que IGHV3-7 e IGHV4-59 se relacionaron al
estatus M (85,7% en ambos casos), todos con homologia menor al 96%, respecto de la

linea germinal.
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Figura 32. a) Distribucion de rearreglos en pacientes con LLC Mutados (M) y No Mutados (NM)
para cada familia IGHV con diferencias significativas para IGHV1 respecto de IGHV4
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(p=0,0111) y de la serie entera (p=0,0167); b) Genes IGHV usados en nuestra serie de pacientes
con LLC y su distribucidn acorde al estatus mutacional.

5.1.2.2. Distribucién de familias y genes DH

El anélisis de las familias IGDH mostré la siguiente distribucién: IGHD3 (42,9%),
IGHD2 (17,1%), IGHD6 (15,7%), IGHD5 (11,4%), IGHD4 (8,6%) e IGHD1 (4,3%)
(Figura 33a), observandose un mayor uso de la familia IGHD3 en las LLC-NM (63,33%),
con diferencias significativas respecto de IGHD2 (p=0,04) e IGHD6 (p=0,0148) y del
total de la serie (p=0,0113). Asimismo, 20 de los 26 diferentes segmentos IGHD
(Matsuda et al, 1998) fueron expresados en nuestros casos, siendo el mas frecuentemente
utilizado IGHD3-22 (15,71%), seguido por IGHD3-3 (12,85%), IGHD6-13 (8,57%),
IGHD6-19 e IGHD3-10 (7,14% cada uno), representando entre todos el 51,43% de los
mismos (Figura 33b). Los genes IGHD6-13 y IGHD6-19 mostraron mayor frecuencia de
casos M (83,3 y 80%, respectivamente), en tanto que el gen IGHD3-3 se encontrd

asociado Unicamente a IGHV-NM.
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Figura 33. a) Distribucion de familias IGHD en pacientes con LLC
Mutados (M) y No Mutados (NM). *Diferencias significativas en la
frecuencia de IGHD3 respecto del resto de la serie (p=0,0068). b)
Distribucién de los segmentos IGHD en pacientes con LLC My NM.
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5.1.2.3. Distribucion de familias y genes JH

Con respecto a los segmentos IGHJ, el mas frecuentemente utilizado fue IGHJ4
(35,71%), seguido de IGHJ6 (32,86%), IGHJ3 (15,71%), IGHJ5 (11,43%) e IGHJ1
(4,28%), no habiéndose detectado ningun caso IGHJ2 (Figura 34a). El segmento IGHJ4
se encontrd asociado a pacientes M (68%), con diferencias significativas respecto de
IGHJ5 (p=0,0473). Por su parte IGHJ6 mostré una distribucién similar de casos My NM
(52,17% y 47,82%, respectivamente). En cuanto a los genes, IGHJ4*02 (32,86%) fue el
mas frecuentemente utilizado en nuestra serie, seguido de IGHJ6*02 (24,29%),
IGHJ3*02 (14,29%) e IGHJ5*02 (11,43%) (Figura 34b).

a)

- M
= NV

Porcentaje
8
1

30 4

20

Porcentaje

10

Figura 34. a) Distribucion de los segmentos IGHJ en pacientes
con LLC Mutados (M) y No Mutados (NM). *Diferencias
significativas entre IGHJ4 e IGHJ5 (p=0,0473). b) Genes IGHJ
utilizados en nuestra serie y su distribucién acorde al estatus
mutacional.
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5.1.2.4. Analisis de receptores estereotipados

El analisis comparativo de las secuencias aminoacidicas de los HCDR3 en nuestros
pacientes se efectu6 tomando como referencia las series publicadas por Bomben et al
(2009), Messmer et al (2004) y Hazdimistrou et al (2011). Esta evaluacion mostré la
presencia de receptores estereotipados en seis casos (8,7%) (Tabla 14). Dos de ellos
expresaron IGHV4-34, uno correspondiente al cluster #4 de Bomben et al (2009), dos
fueron 1IGHV3-21, ambos del cluster #2 de Mesmer et al (2004), y los dos restantes
expresaron IGHV4-59*1 (cluster 77; Hazdimistrou et al, 2011) e IGHV1-69; cuatro de los
seis pacientes (66,7%) fueron mutados. A su vez, 5/6 casos (83,3%) utilizaron IGHJ6. La
evaluacion de las secuencias HCDR3 en estos pacientes mostré una longitud media de
18,6 aminoacidos (aa) (rango: 11-26 aa), con una media de HCDR3 mas larga en la
familia IGHV4 (21,3 aa) respecto de IGHV3 (11 aa). Con respecto a los genes IGHV, si
bien son muy pocos pacientes, se observé mayor longitud en los casos con expresion de

IGHV4-34 (media: 24 aa) respecto de aquellos que expresaban IGHV3-21 (media: 11 aa).

Tabla 14. Secuencias HCDRS3 de pacientes con LLC con receptores estereotipados.

Longitud

Homoloaia de la Cluster  Cluster Cluster
Caso GenVH DH JH (%) 9 Secuencia HCDR3 secuencia Bomben Mesmer Hadzidimitriou
(2009)  (2004) (2011)
(aa)
CAGRFYCSGATCLSS
12 V4-34*01 D2-15%01 J6*02 M (92) OVYYYSGLOVW 26 - - 16
15 V4-34*01 D5-18*01 J6*02 M (924) ARCITRTPMERRYY 9 4 - 4
17 V45951 D6-19%01 J1*01 M (926) ARCFHISGWNALQ - yg ; ; 77
39 V3-21*01 DI1-26*01 J6*02 M (96,8)  CTRDANGMDVW 11 - 2 2
47 V3-21*01 D3-22*01 J6*02 NM (99,0) CAGDRNAMDVW 11 2 2 2
54 VI-69*0L D33%0L J6*02 NM(100) SARIOSYORNSSY 26 7 9 7H

M: Mutado; NM: No Mutado.
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5.1.3. Correlacién del estatus mutacional con la LT

Una vez caracterizada nuestra poblacion de pacientes, evaluamos si existia
asociacion entre el estatus mutacional y los rearreglos de IGHV con la LT. Dicho analisis
mostrd telomeros mas cortos tanto en los pacientes con LLC M (7,04+0,53 kb) como
NM (6,79+0,72 kb) respecto de controles (7,26+0,9 Kb), con diferencias significativas
con este ultimo grupo (p=0.017) (Figura 35). Si bien los pacientes con LLC-NM
presentaron menor LT que los M, no se alcanzaron diferencias significativas entre ambos
grupos. Un analisis méas detallado de la LT de cada grupo, mostr6 una distribucion similar
de telémeros largos (TL) y cortos (TC) para ambos: IGHV M (TC: 40%, TL: 60%) e
IGHV NM (TC: 48,3%, TL: 51,7%).

p=0,017
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Figura 35. Longitud telomérica en pacientes con IGHV
Mutado (M), No Mutado (NM) y controles.

Posteriormente evaluamos la LT en las familias mas representadas observando los
siguientes valores: VH1 (7,01+£0,66 kb), VH3 (6,88+0,69 kb), y VH4 (6,72+0,8 kb)
(Figura 36).
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Longitud telomérica (kb)

VH1 VH3 VH4

Figura 36. Longitud telomérica en las familias méas
representadas de nuestros pacientes con LLC.

En cuanto a los genes més frecuentemente expresados, encontramos las longitudes
medias mas largas en los casos que expresaban IGHV3-74 (7,56+0,28 kb) e IGHV4-59
(6,99+0,76 kb), y las mas cortas en IGHV4-34 (6,07+0,63 kb), en tanto que los pacientes
que expresaban los segmentos IGHV1-69 (6,54+0,78 kb) e IGHV3-21 (6,69+0,85 kb)
mostraron LT intermedias (Figura 37).
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Figura 37. Longitud telomérica en los genes IGHV maés
frecuentes de nuestra poblacion.
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Al evaluar la LT en funcion de los distintos genes, pudimos observar que aquellos
que expresaban IGHV3-21, asociado a mal prondstico, presentaron mayor proporcion de
telomeros cortos. En cuanto a los restantes genes, los pacientes con IGHV3-74
presentaron Unicamente telémeros largos, en tanto que aquellos que expresaban IGHV4-
34 mostraron solamente telémeros cortos (Figura 38), por su parte los casos con IGHV4-

59 mostraron mayor proporcion de telémeros largos.
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Figura 38. Distribucion de telémeros cortos y largos en los
genes IGHV maés representados.

5.1.4. Correlacion del estatus mutacional de IGHV con las caracteristicas clinicas de
los pacientes
Simultaneamente, analizamos las caracteristicas clinicas de los pacientes con IGHV
M y NM, observandose un aumento en el recuento de globulos blancos, el porcentaje de
linfocitos, los niveles de LDH y .M, asi como una disminucion en el recuento de
plaquetas en los casos NM respecto de los mutados, con diferencias significativas para el
recuento de globulos blancos (p=0,0252) (Tabla 15).
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Tabla 15. Comparacién de las caracteristicas clinicas de los pacientes

con IGHV-M y NM.

Caracteristicas

IGHV-M IGHV-NM

Recuento de globulos blancos
(x109/L) (rango)

39,2 (7,3- 210) 59,6 (9,5-185,9)*

Linfocitos (%) (rango) 78,7 (50,9-97) 79,3 (33-95)
Plaquetas (x10°%/L) (rango) 199 (10-900) 179,2 (39-323)
Hemoglobina (g/dL) (rango) 12,7 (7,6-15,5) 12,6 (8,2-14,7)
LDH (UI/L) (rango) 371,7 (128-647) 414,6 (133-882)
B2M (ug/mL) (rango) 2,8 (1,2-6) 4,5 (1,1-15)

LDH: Lactato deshidrogenasa; 3,M: B, Microglobulina. * p=0,0252

Asimismo, se efectud el analisis de la evolucion clinica de los pacientes,

observandose una disminucién en la SLT y SV global en los casos NM (61 meses y 108

meses, respectivamente) respecto de los M (97 meses y 228 meses, respectivamente) con

diferencias significativas en la SV global (p<0,0001) (Figura 39).
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Figura 39. Andlisis de sobrevida en pacientes
tratamiento; b) Sobrevida global (p<0,0001)

con LLC M y NM. a) Sobrevida libre de
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5.2. Discusioén

En el presente capitulo se efectud la caracterizacion del estatus mutacional y los
rearreglos de IGHV-D-J de nuestra serie de pacientes con LLC y su relacion con la LT.
Como es sabido, el repertorio de genes IGHV en LLC ha demostrado estar sesgado tanto
a nivel de las familias como de los genes utilizados, mostrando asimismo importantes

variaciones étnicas y geograficas.

Nuestros resultados presentaron una proporcion de casos M y NM concordante con
lo observado en series de otras poblaciones (Duke et al, 2003; Mauerer et al, 2005;
Stamatopoulos et al, 2007), confirmando que, en al menos la mitad de los casos, los genes
IGHV poseen un numero relevante de mutaciones somaticas. La evaluacién del uso de las
distintas familias IGHV mostr6é una distribucion IGHV3>IGHV4>IGHV1, similar a la
descripta para Uruguay (Bianchi et al, 2010). La misma result6 diferente a la encontrada
en paises de occidente (Duke et al, 2003; Widhopf et al, 2004; Stamatopoulos et al,
2007), los cuales tienen una mayor representacion de la familia IGHV3, seguida de
IGHV1 e IGHVA4. Cabe sefalar que esta distribucion IGHV3>IGHV4>IGHV1
caracteriza a las series de Asia, aunque con porcentajes diferentes para IGHV1 e IGHV4
(lkematsu et al, 1994; Koiso et al, 2006; Hojjat-Farsangi et al, 2007; Chen et al, 2008b), y
se la observa también en el Unico estudio publicado de Brasil, con un escaso numero de
pacientes (Pimentel et al, 2008). Las diferencias observadas respecto de los datos de
Brasil resultan de interés, pudiendo reflejar variaciones de origen genético y/o la
influencia de factores ambientales. En este aspecto, sabemos que la poblacion Argentina
posee contribuciones ancestrales tanto de poblacion europea (mayormente de la zona
mediterranea) (79%), como amerindia (17%) y africana (4%) (Seldin et al, 2007; Avena
et al, 2012). Simultaneamente, la estructura genética de la poblacion brasilera es
marcadamente distinta, con un alto grado de mezcla entre individuos de distintos origenes
étnicos con variaciones genotipicas importantes (Ghiolo et al, 2012), lo que sustentaria
los resultados observados. En cuanto a la baja representacion de las familias IGHVS e
IGHV7 asi como la ausencia de expresion de IGHV2 e IGHV6 en nuestra serie también

fueron observadas en otros estudios, independientemente del origen étnico de la serie
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(Tabla 16). En cuanto a la diferente distribucion de HMS, la misma podria reflejar
diferencias en los tipos de antigenos con los que han interactuado las células B
individualmente antes de su transformacion leucémica o bien diferencias en los estadios
de maduracion en los que han sido transformadas (Damle et al, 1999; Stilgenbauer et al,
2002).

En la Tabla 16 se muestra la distribucion comparativa de las familias IGHV en
series de diferentes regiones geogréficas. Este analisis permitié observar una proporcion
significativamente menor de IGHV1 respecto de los datos publicados para Espafia
(p=0,0019) y Suecia (p=0,0176); como también una menor expresion de IGHV4 respecto
de China (0,0133). Por el contrario nuestra poblacién mostré una mayor frecuencia de
IGHV3 respecto de Espafia (p=0,0076).
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Tabla 16. Datos de genes VH reportadas para distintos paises

Total de Familias IGHV (%)
secuencias Referencias
reportadas VH1 VH2 VH3 VH4 VH5 VH6 VH7
USA 1188 27 20 48 203 1 0,7 0,3 Widhopf etal, 2004
Suecia 407 28 20 47 195 <2 <2 <2 Tobinetal, 2004
. Bomben et al, 2009;
Italia 1456 22 21 51 214 23 06 05 Nardini et al. 2003
Espafia 56 39 36 36 17,8 1,8 0 1,8 Crespo et al, 2003
Francia 39 23 10 41 154 7,7 25 0 Maloumetal, 2000
Mediterraneo 927 24 28 46 234 24 08 02 eraopoulosetal
Hamblin et al, 1999;
Inglaterra 243 26 57 49 156 25 12 O Duke et al, 2003
Kaoiso et al, 2006;
Japén 155 97 39 50 33 26 1.3 0 Ikematsu et al, 1994;
Nakahashi et al, 2009
. Irons et al, 2009;
China 111 90 2,7 47 378 27 0 0,9 Chen et al, 2008b
Iran 87 18 0 56 207 11 34 (0 HolatFarsangietal,
2009
Brasil 37 11 54 38 352 81 27 0  Pimentel et al, 2008
Uruguay 80 18 25 53 225 13 13 25 Bianchietal 2010
Venezuela 87 25 0 48 21,8 4,6 0 0 Marquez et al, 2012
Argentina 70 143* 0 60* 20* 43 0 1,4 Presente trabajo

*Diferencias significativas para IGHV1 respecto de Espafia (p=0,0019) y Suecia (p=0,0176); IGHV3
respecto de Espafia (p=0,0076), e IGHV4 respecto de China (0,0133).

Simultaneamente, se efectud la comparacién de los genes IGHV de nuestra serie

con los datos de otras regiones geogréaficas (Tabla 17).
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Tabla 17. Frecuencia de los genes VVH reportadas para distintos paises

Segmentos IGHV (%)

Referencias Total d_e

SECUENCAs 169 37 321 3-23  4-59
USA
Mauerer et al, 2005 375 18 4.3 1,6 7 0
Weinberg et al, 2007 172 12,2 5,2 0 6,4 5,8
Messmer et al, 2004 172 10,5 8,2 1,2 6,4 4,7
Pasqualucci et al, 2000 41 4,9 4,9 4,9 9,8 4,9
Europa
Tobin et al, 2004 407 14 3 5 NI
Pritsch et al, 1993 25 4 0 4 16 0
Bomben et al, 2007 1426 11,9 58 4,1 9,4 3,2
Nardini et al, 2003 30 3.3 6,6 3.3 0 0
Crespo et al, 2003 56 21,4 1,8 1,8 54 1,8
Maloum et al, 2000 39 10,2 2,6 2,6 12,8 0
Stamatopoulos et al, 2007 927 12,6 6,6 3,5 9 2,4
Ghia et al, 2005 553 10,7 54 3 9,2 2
Hamblin et al, 1999 84 11,9 7,1 24 11,9 1,2
Duke et al, 2003 159 11,3 5 57 8,2 0,6
Abramenko et al, 2007 189 217 4.8 5,8 16 3,7
Asia
Koiso et al, 2006 43 2,3 NI 7 14 NI
Nakahashi et al, 2009 80 1,25 5 7,5 8,75 0
Chen et al, 2008b. 65 15 4,6 3 7,7 10,8
Irons et al, 2009 46 2,2 2,2 4,3 8,7 1
Hojjat-Farsangi et al, 2009 87 5,7 12,6 0 4,6 0
América del Sur
Pimentel et al, 2008 37 5,4 54 0 10,8 8,1
Bianchi et al, 2010 80 7,5 12,5 1,3 11,3 1,25
Marquez et al, 2012 87 14,9 8 9,2 14,6 2,3
Argentina 70 7,14 10 10~ 11,42  10*

*Diferencias significativas en nuestros pacientes con IGHV3-21 respecto de las
publicadas para Estados Unidos (p=0,0002) y Europa (0,0236), y de IGHV4-59
respecto de todas las series (Estados Unidos: p=0,0051; Europa: p=0,0002; Asia:
p=0,0085; restantes publicaciones de América del Sur: p=0,0242). NI: no identificado.
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La misma permitié observar que nuestros pacientes tenian sobre-expresion de
IGHV3-7, IGHV3-21 e IGHV4-59, y una menor representacion de IGHV1-69 respecto de
otras regiones geograficas (Duke et al, 2003; Ghia et al, 2005; Messmer et al, 2004;
Stamatopoulos et al, 2007, Bomben et al, 2009). Particularmente, se encontraron
diferencias significativas para IGHV3-21 respecto de los datos publicados para Estados
Unidos (p=0,0002) y Europa (0,0236), asi como también para IGHV4-59 respecto de
todas las regiones: Estados Unidos (p=0,0051), Europa (0,0002), Asia (p=0,0085) y
América del Sur (p=0,0242). Este gen mostrd una distribucion comparable a la detectada
en pacientes con LLC de Brasil (Pimentel et al, 2008) (8,1%) y China (Chen et al, 2008b)
(10,8%). En cuanto a IGHV3-21, gen asociado a mala evolucion clinica,
independientemente del estatus mutacional de IGHV (Thorselius et al, 2006), la alta
frecuencia observada en nuestra serie (10%) lo ubica en valores similares a los detectados
en pacientes escandinavos (Tobin et al, 2004). Una alta representacion de este gen fue
también observada en la poblacion mestiza de Venezuela, alcanzando el 22,2% del total
de genes expresados (Marquez et al, 2012), sustentando la importancia del background
genético en la ocurrencia de los distintos rearreglos en poblaciones de diferente origen
geografico y/o étnico. Por su parte, el gen IGHV3-7 presentd una frecuencia similar a la
observada en pacientes iranies (Hojjat-Farsangi et al, 2009) y uruguayos (Bianchi et al,
2010).

En concordancia con estudios previos (Hamblin et al, 1999; Potter et al, 2003;
Messmer et al, 2004; Mauerer et al, 2005; Stamatopoulos et al, 2007; Bomben et al,
2009), el segmento IGHV1-69 fue el mayormente expresado entre los pertenecientes a la
familia IGHV1, exhibiendo en la mayoria de los casos una configuracion germinal (perfil
100% NM). La mayor incidencia de uso de IGHV1-69 ha sido reportada en pacientes con
LLC de Ucrania (21,7%) (Bilous et al, 2010) y Espafa (21,4%) (Crespo et al, 2003).
Nuestros datos, al igual que los descriptos para Brasil (Pimentel et al, 2008) y Uruguay
(Bianchi et al, 2010), son mayores que los observados en poblacion asiatica (Koiso et al,
2006; Chen et al, 2008b; Irons et al, 2009; Nakahashi et al, 2009) pero menores que en la
mayoria de las series de Europa (Mauerer et al, 2005; Stamatopoulos et al, 2007; Bomben
et al, 2009) y USA (Messmer et al, 2004; Mauerer et al, 2005). Varios estudios han
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demostrado que los pacientes con LLC portadores de rearreglos IGHV1-69 presentan
caracteristicas especificas, como ser un uso sesgado de genes IGHD e IGHJy una
longitud media para la region HCDR3 significativamente mas larga en comparacion con
casos de LLC con otros rearreglos IGHV (Potter et al, 2003; Duke et al, 2003). En
nuestra serie pudimos confirmar la asociacion del segmento IGHV1-69 con los genes
IGHD3-3, IGHD3-10, IGHD2-2 e IGHJ6 (Potter et al, 2003; Duke et al, 2003; Mauerer
et al, 2005).

El gen IGHV3-23, el méas representado en nuestra poblacion, estd mayormente
asociado a la LLC M (Duke et al, 2003; Stamatopoulos et al, 2007). Nuestra frecuencia
de 11,06% resulta muy similar a la observada por Maloum et al (2000) (12,8%) y
Hamblin et al (1999) (11,9%) en pacientes europeos, habiéndose reportado una baja
proporcion del mismo solamente en pacientes ucranianos (1,6%) (Abramenko et al,
2007). Asimismo, este gen no se ha encontrado presente en clusters de receptores de
células B estereotipados y posee un perfil mutacional asociado a union antigénica
(Bomben et al, 2010). La expresion de IGHV3-23 estd altamente relacionada a un
subgrupo de pacientes con caracteristicas clinico-bioldgicas particulares y es considerado
un marcador de mal pronéstico independientemente del estado mutacional (Bomben et al,
2010).

Con respecto a los receptores estereotipados, los mismos fueron observados en el
8,7% de nuestros casos. La deteccion de estos receptores sustenta la hipdtesis de la
presencia de estimulos antigenicos especificos o epitopes estructuralmente similares, en
el desarrollo y la patogénesis de la LLC (Duhren-von Minden et al, 2012). Nuestra
frecuencia fue menor que la observada en otros estudios (Messmer et al, 2004;
Stamatopoulos et al, 2007; Murray et al, 2008; Bomben et al, 2009; Marquez et al, 2012),
resultado posiblemente relacionado al tamafio de la serie evaluada. Recientemente se
describieron asociaciones entre diferentes secuencias HCDR3 esterotipadas y evolucion
clinica. Entre ellas, los subsets #1 y #7 se encontraron preferentemente asociados a LLC
NM, relacionada a mal pronéstico (Stomatopoulos et al, 2007; Bombem et al, 2009), en
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tanto que el subset #4 con expresion de IGHV4-34, se encontré asociado a enfermedad
con bajo nivel proliferativo y curso indolente (Marincevic et al, 2010; Maura et al, 2011).
En cuanto a IGHV3-21, los pacientes correspondientes al subset #2 de receptores
estereotipados prevenientes de la regién mediterranea presentaron peor prondstico que
aquellos con IGHV3-21 no estereotipado (Rossi et al, 2013), sugiriendo la importancia
del estudio de estereotipos en LLC para mejorar la estadificacion del paciente tendiente a

la aplicacion de una medicina personalizada.

En referencia a los IGHD e IGHJ su relacion con caracteristicas clinicas y
bioldgicas de la LLC ha sido mucho menos explorada, encontrandose asociacion con un
corto tiempo al inicio del primer tratamiento en pacientes con IGHD2 y D3 (Mauerer et
al, 2005; Tschumper et al, 2008), siendo necesarios estudios en series mas amplias para

confirmar estos datos.

Por otra parte, sabemos que los telomeros cortos se encuentran asociados a
inestabilidad gendmica y que la disfuncion telomérica causa eventos de ruptura-fusion
que llevan a la reorganizacion del genoma de las células tumorales (Gisselsson et al,
2001). Diferentes reportes de la literatura (Roos et al, 2008; Sellman et al, 2011;
Rampazzo et al, 2012; Mansouri et al, 2013) asi como datos de nuestro laboratorio (Dos
Santos et al, 2015) sustentan esta asociacion en LLC. En este marco, resulta también de
importancia el andlisis de la relacion entre la LT y el estatus mutacional de IGHV,
reconocido factor pronostico en la patologia.

En concordancia con datos previos de la literatura (Ricca et al, 2007; Roos et al,
2008; Sellman et al, 2011; Rampazzo et al, 2012), nuestros resultados muestran
acortamiento telomérico en los pacientes con LLC-NM, asociada a peor pronostico
aunque sin alcanzar diferencias significativas. Esta situacion podria explicarse por la
presencia en nuestra serie de una distribucién similar de telémeros cortos y largos en
pacientes M y NM. Este aspecto fue evaluado previamente por otros autores (Ricca et al,
2007; Sellman et al, 2011), quienes observaron que aquellos pacientes denominados

discordantes (IGHV M con telomeros cortos o IGHV NM con telémeros largos)
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mostraban un comportamiento clinico diferente de los casos no discordantes, sugiriendo
la combinacion de LT y el estatus mutacional de IGHV para mejorar la prediccion clinica
de los pacientes con LLC. En este aspecto, y sustentando datos previos (Ricca et al, 2007;
Sellman et al, 2011; Rampazzo et al, 2012; Lin et al, 2014), el analisis de las
caracteristicas clinicas de nuestros pacientes en funcion del estatus mutacional, mostré
mayor masa tumoral y menor SV en los casos con IGHV NM, con menor LT. Estos
resultados respaldan el rol del acortamiento telomérico en el desarrollo y progresion de la
LLC, resaltando la importancia de la disfuncion de los extremos cromosémicos en el
mantenimiento de la integridad del genoma. En este aspecto, Lin et al (2010) sugieren
que la combinacion de la dindmica telomérica junto con el recuento de globulos blancos
podrian constituir marcadores de la cinética de renovacién celular, pudiendo ser de
utilidad para predecir la progresion clinica de la enfermedad. Simultaneamente, la
observacion de que la erosion telomérica puede preceder a la progresion tumoral (Lin et
al, 2014), indicaria que la misma podria representar un evento temprano en la evolucién

de la enfermedad, al menos en un grupo de pacientes.

En cuanto a la relacion entre la LT y las familias o genes IGHV, es muy escasa la
informacion referida en la literatura. En nuestra serie observamos los telémeros mas
largos en los casos que expresaban IGHV3-74 e IGHV4-59, en tanto que la mayor
proporcion de telomeros cortos se detectd en los pacientes con IGHV3-21, gen cuya
expresion se encuentra asociada a mala evolucion clinica. Nuestro hallazgo y el de un
unico reporte de la literatura (Grabowski et al, 2005) sustentan el prondstico adverso de la
expresion de este gen en LLC, no existiendo informacion respecto de los otros dos genes,
pudiendo relacionarse su mayor LT con su asociacion preferente a IGHV M. Diferentes
autores sugieren que las células derivadas del centro germinal y que han sufrido HMS
presentan telomeros mas largos (Weng et al, 1997; Hultdin et al, 2001; Damle et al, 2004)
y mayor capacidad replicativa que las células B con genes NM, por lo que la célula de
origen de la enfermedad diferiria en su LT desde el comienzo de la misma. En este
contexto, Damle et al (2004) encuentran asociacion entre acortamiento telomérico y
disminucion del tiempo de duplicacion linfocitario, asociado a mayor indice de

proliferacion y prondstico adverso. Mas recientemente, Sellman et al (2011) demuestran
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que las LLC con lento desarrollo presentan teldmeros largos, en tanto que aquellas méas
agresivas tienen telémeros mas cortos, y sugieren que esos hallazgos no solo reflejarian el
posible origen de la célula B leucémica sino que también podrian indicar un mecanismo
diferencial de mantenimiento de la célula tumoral. Sin duda, la continuacion de estos
estudios permitira conocer mas profundamente el comportamiento de la LLC asi como el
rol de la disfuncién telomérica en la etiopatogenia de la enfermedad, siendo de

importancia en el conocimiento de las caracteristicas biologicas de la misma.
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Expresion de genes reguladores de la longitud telomérica

6.1. Resultados
6.1.1. Expresion genica
6.1.1.1. Optimizacion de la g-PCR

En primera instancia se procedio a la optimizacion de las condiciones de PCR para
poder llevar a cabo la cuantificacién génica con una alta eficiencia, reproducibilidad,
sensibilidad y especificidad. Se utilizaron las condiciones sugeridas por el kit utilizado
(SybrSelect Master Mix, Applied Biosystems®).

Eficiencia de la amplificacion en la PCR cuantitativa

El fundamento tedrico de esta técnica es la amplificacion exponencial de un
segmento de ADN definido, mediante el uso de primers que se hibridan de manera
especifica con cada una de las hebras complementarias de ADN. Si bien la estrategia de
PCR es muy poderosa y relativamente simple, cuando es utilizada con fines cuantitativos
es necesario medir la eficiencia de amplificacion de los diferentes juegos de primers con
el propdsito de eliminar cualquier artefacto experimental en el resultado final. La
eficiencia de una reaccion de PCR se define como el porcentaje de conversion de ADN
molde a producto por ciclo. EI maximo valor que puede tener es 1, donde todas las
moléculas de ADN existentes son duplicadas por amplificacion en cada ciclo. Para una
exacta cuantificacién es necesario que las eficiencias de los estandares y de las muestras
sean muy similares (por encima del 90%) dado que pequefias variaciones en la eficiencia
de amplificacion conllevan a modificaciones considerables en los valores de
concentracion del producto. La eficiencia de la PCR dependerd, entre otros factores, de la
calidad de los primers, de las condiciones de amplificacion, del fragmento amplificado y

de la pureza de la muestra de ARN.

El nimero de ciclos necesario para alcanzar un valor umbral de fluorescencia es
una medida cuantitativa, fundamental en este ensayo, denominada Crossing Point (Cp)
(Rasmussen, et al, 2001). La eficiencia de la reaccion para cada gen se determino

empleando diluciones seriadas de la linea celular K562, por duplicado, y se representé el
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Cp con respecto al logaritmo de la concentracion. La misma se calcul6 a partir de la

pendiente de la recta resultante de dicha representacion:
Eficiencia = 10"/pendiente

Para cada uno de los genes, las diferencias de la eficiencia entre distintas curvas no deben
ser superiores a 0,05 (+2,5%).

Reproducibilidad de la PCR cuantitativa

La reproducibilidad es un pardmetro clave a tener en cuenta en la PCR cuantitativa,
ya que determina la minima diferencia en la concentracion inicial de la muestra que el
ensayo puede discriminar. Todos los pasos realizados durante el andlisis de PCR, desde la
preparacion de la muestra hasta la deteccion final de los productos, influyen en la
reproducibilidad del ensayo. Asimismo, es importante al manipular volimenes pequefios,

la precision, la eficiencia de la PCR y la exactitud en el manejo de las muestras.

El coeficiente de variacion (CV) de los Cps se utiliza habitualmente como un
indicador de la reproducibilidad. EI CV de un conjunto de datos se determina dividiendo
la desviacion estandar por la media aritmética de dichos valores. La variabilidad intra-
ensayo se establece a partir de cinco estandares para cada gen, los cuales fueron
cuantificados por duplicado. La méxima diferencia absoluta en los valores de Cp intra-
ensayo fue inferior a 0,7 ciclos para cada duplicado de la muestra. La variabilidad inter-
ensayo se calculé en las mismas muestras en tres dias diferentes. En este caso las

diferencias absolutas en el Cp para una misma muestra fueron inferiores a 1,5 ciclos.

Sensibilidad y especificidad de la PCR cuantitativa

Para determinar la minima cantidad de ADNc que puede ser cuantificado mediante
la PCR en tiempo real en cada uno de los genes de interés, se construyo una curva patron
para cada uno de ellos a partir de diluciones seriadas de estandares de concentracion

conocida. Todas las curvas mostraron coeficientes de correlaciéon cercanos a 1, indicando
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la existencia de una relacion lineal precisa. En la Figura 40 se grafican a modo de

ejemplola curvas correspondientes a los genes S-Actina, hTERT, NHP2 y DKC1.
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Figura 40. Curvas de calibracion para cada gen. Se indica la eficiencia, el coeficiente de
correlacion (R?) y la pendiente de la curva (M) para las curvas de los genes p-Actina,
hTERT, NHP2 y DKC1

Como se mencion0d previamente, en este trabajo se emple6 la metodologia SYBR
Green. Al tratarse de un intercalante del ADNdc, se va a detectar tanto el producto
deseado como productos inespecificos y dimeros de primers, por lo tanto es necesario
comprobar la especificidad del producto amplificado luego de la reaccion de PCR
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mediante la realizacion de las curvas de melting. Este método se lleva a cabo por el
mismo software Rotor GENE Q (Qiagen), posteriormente al ciclado, para evidenciar
eventuales productos inespecificos o dimeros de primers que pueden alterar la
cuantificacion. En este analisis la temperatura es aumentada lentamente desde 40°C a
95°C con monitoreo y medicion continua de la fluorescencia, la cual serd& maxima a
temperaturas bajas, cuando todo el ADN se encuentra como ADNdc. En tanto que, a
temperaturas altas, el ADN se desnaturaliza liberando el fluoréforo y disminuyendo
bruscamente la fluorescencia cercana al punto de melting del producto especifico
(Temperatura de melting, Tm). Los valores de fluorescencia se convierten en curvas de
melting representando la derivada negativa de la fluorescencia respecto a la temperatura
versus la temperatura (-dF/dT vs. T). Los diferentes productos de PCR, que varian en
longitud, secuencia y contenido de GC, tendrdn Tm diferentes y especificos, y permitiran

observar un tnico pico en la curva de melting cuando se logre la amplificacion especifica.

6.1.1.2. Analisis de los perfiles de expresion de genes asociados a telémeros

La cuantificacion de la expresion génica se llevo a cabo en células mononucleares
de SP de 60 pacientes con LLC (34 varones; edad media: 66,8 afios; rango: 44-88 afios) y
de 14 individuos sanos (controles normales, CN). Se evaluaron cuatro genes del complejo
RNP GAR1, NHP2, NOP10 y DKC1, asi como hTR y hTERT, correspondientes a las
subunidades nucleotidica y catalitica, respectivamente, de la telomerasa, tomandose como

referencia el gen de expresion constitutiva g-Actina.

El analisis de los perfiles de expresion génica evidencio aumento en la expresion de
hTERT, GAR1 y NHP2, y disminucién de hTR, DKC1 y NOP10, en los pacientes respecto
de CN, alcanzandose diferencias significativas para hTR (p=0,0436) y NOP10 (p=0,0052)
(Figura 41)
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Figura 41. Perfiles de expresion de los genes hTR, hTERT, GAR1,
NHP2, DKC1 y NOP10 en pacientes (LLC) y controles normales.
*Diferencias significativas para hTR (p=0,0436) y NOP10 (p=0,0052).

Se efectud asimismo del andlisis de correlacion entre la expresion de los distintos
genes observandose correlacion positiva entre los niveles de transcripto de: GAR1-NHP2,
GAR1-NOP10, y NOP10-NHP2 (p<0,0001) (Figura 42), indicando una estrecha

interaccién entre los mismos.
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Figura 42. Correlacion entre los perfiles de expresion de los genes NHP2, GAR1 y NOP10.

6.1.1.3. Asociacion de los perfiles de expresion genica con la LT, las alteraciones

genéticas y el estatus mutacional de IGHV

Uno de los puntos de interés fue evaluar el nivel de asociacion entre los perfiles de
expresion génica y la LT, tomando como referencia la divisién en telémero cortos y
largos, previamente establecida (media: 6,8 kb). EI mismo permitié observar que aquellos
casos con telomeros cortos presentaban mayor expresion de hTERT (p=0,0332) y DKC1
(p=0,0227), en tanto que hTR, GAR1, NHP2 y NOP10, tuvieron mayor proporcion de
telomeros largos en los pacientes, aunque las diferecnias no alcanzaron a ser

significativas (Figura 43).
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Figura 43. Expresion de los genes hTR, hTERT, DKC1, GAR1, NHP2 yNOP10 en pacientes
con LLC segun sus longitudes teloméricas. Tel: telomeros. *Diferencias significativas para la
expresion de hTERT (p=0,0332) y DKC1 (p=0,0227).

En cuanto a la asociacion con las alteraciones genéticas, evaluamos en primera

instancia la expresion de estos genes en relacion al niUmero de anomalias cromosdmicas

detectadas por citogenética convencional, observando que aquellos pacientes con 2 0 méas

alteraciones presentaban una mayor expresion de los genes hTERT, GAR1, NHP2, y

DKC1, y disminucién de hTR y NOP10, alcanzandose diferencias significativas para

GARL (p=0,0142) y NHP2 (p=0,0274) (Figura 44),

inestabilidad genémica.

indicando asociacion con
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Figura 44. Andlisis de la expresion de los genes hTR, hTERT, GAR1, NHP2, DKC1
y NOP10 segin el nimero de alteraciones genéticas. Aumento significativo de la
expresion de GAR1 (0,0142) y NHP2 (p=0,0274) en el grupo de peor pronostico (>2
alteraciones).

Ademas, se analizaron los perfiles de expresion génica en relacion al tipo de
alteraciones genomicas evaluadas mediante FISH, no encontrdndose diferencias
significativas entre los pacientes que presentaban las caracteristicas relacionadas a buen
prondstico (sin alteraciones o con del13g14 como Unica alteracion) respecto de los que
tenian anomalias relacionadas con mala evolucion clinica (trisomia 12, delllqg/17p)
(Figura 45).
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Figura 45. Analisis de la expresion de los genes hTR, hTERT, GAR1, NHP2,
DKC1 y NOP10 segun el tipo de anomalia genética de los pacientes. SA: sin
alteraciones.

Consideramos también el analisis de la expresion de estos seis genes acorde al
perfil mutacional de IGHV, observando una mayor expresion de hTR, hTERT, GARL y
NOP10 en los pacientes con IGHV-NM, con tendencia a la significacion para hTERT
(p=0,06), y disminucion de DKC1, respecto de los casos con IGHV M en tanto que los

valores de expresion para NHP2 fueron similares en ambos grupos (Figura 46).
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Figura 46. Expresion de hTR, hTERT, GAR1, NHP2, DKC1 y NOP10 en pacientes

con IGHV mutado (M) y no mutado (NM).

6.1.1.4. Correlacion con los parametros clinicos

A fin de evaluar el significado clinico de los resultados obtenidos, se analizaron las

caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes en funcién de la expresién génica,

abordando el anélisis desde distintos aspectos. En primera instancia se evalud la

distribucion de los niveles de expresion en funcion de edad, sexo, estadios RAI, recuento

de gldbulos blancos, porcentaje de linfocitos, p2M, LDH y hemoglobina (Tabla 18),

encontrdndose diferencias en la distribucion de estadios RAI para el gen DKC1, con

mayores niveles de expresion en los estadios avanzados (p=0,04), en el recuento de

gldébulos blancos para hTR (p=0,0022) y asociacion con el aumento de la linfocitosis para

NHP2 (p=0,0031).
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Tabla 18. Analisis de la expresion génica en funcion de los parametros clinicos

Expresién de genes teloméricos (media)

Variable

hTR hTERT GAR1 NHP2 DKC1 NOP10
Sexo
F 6,50.10% 1,52.10%®°  4,60.10%  3,80.10% 1,30.10% 2,60.10%
M 2,00.10% 2,13.10% 4,60.10% 1,20.10% 1,60.10% 1,00.10%
Estadios Rai
0 2,20.10% 1,73.10% 3,70.10% 3,80.10% 7,60.10% 1,30.10%
1 2,30.10% 1,2410%  9,00.10% 6,00.10% 1,65.10% 6,00.10%
mnv 1,70.10% 2,12.10% 1,20.10% 2,40.10% 2,88.10%9  2,40.10*
Recuento de
glébulos blancos
(x10°/L)
<20 3,70.10% 7,00.10% 1,50.10% 1,70.10% 1,70.10* 1,30.10%
>20 3,60.10%*  7,00.10% 7,20.10% 1,00.10°% 2,20.10°% 1,50.10
Linfocitos (%)
< 60% 6,40.10* 2,04.10% 3,20.10* 2,50.10% 1,50.10% 5,20.10%
> 60% 350.10®  1,65.10%®  4,80.10%®  250.10%# 150.10% = 2,20.10%
B2 M (mg/ml)
<3 3,70.10% 1,51.10%®°  510.10%  350.10%  3,00.10% 7,00.10%
>3 2,40.10% 1,58.10%° 6,10.10% 7,00.10% 1,00.10% 1,00.10°%
LDH (U/)
<450 3,80.10% 1,56.10%° 1,90.10% 2,70.10% 3,50.10* 2,50.10%
> 450 2,00.10% 1,97.10% 1,20.10* 3,10.10% 1,70.10* 2,00.10%
Hemoglobina
(g/dl)
<11 5,90.10% 1,94.10%  4,40.10% 1,20.10% 1,40.10% 1,40.10%
>11 2,80.10% 1,65.10% 1,60.10% 2,50.10% 2,20.10* 4,80.10%

F: femenino; M: masculino; LDH: lactato deshidrogenasa; 3, M: , microglobulina. Diferencias
significativas: *p=0,0022; 6 respecto de Rai 0 (p=0,0012) y respecto de Rai I/IT (p=0,0412).
#: p=0,0031.

Posteriormente se efectud la correlacion entre los niveles de expresion de cada gen
tomando como punto de corte la mediana de cada uno, estableciendo dos grupos: alta y
baja expresion (AE y BE, respectivamente), y los diferentes parametros clinicos (Figura
47), no encontrandose diferencias significativas entre los distintos factores pronostico

evaluados.
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Figura 47. Parametros clinicos analizados segun el nivel de expresion génica. a) LDH; b) B,M;
c) Recuento de gl6bulos blancos; d) Porcentaje de linfocitos; e) Hemoglobina (Hg).

La Unica excepcion la constituyé el analisis de los estadios Rai, que permitié

observar niveles mayores de expresién de DKC1 y NHP2 en los pacientes con estadios

avanzados, con diferencias significativas para NHP2 en los estadios /1l respecto de los

demas grupos (p=0,0352). En lo que respecta a DKC1, observamos que todos los

pacientes en estadios Rai I11/1V presentaban alta expresion de este gen (Figura 48ay b).
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Figura 48. Distribucion de los estadios Rai para la expresion los genes DKC1 (a) y
NHP2 (b) con diferencias significativas (p=0,0352) para este Gltimo caso.

Finalmente analizamos la evolucion clinica, encontrando que los pacientes con AE
de hTERT (23 meses) y GARL1 (31 meses) presentaban corta SLT respecto de aquellos

con BE que no alcanzaban la media de SV (Figura 49).
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Figura 49. Andlisis de SLT de los grupos con AE y BE para los genes hTERT (a) y
GAR1 (b).
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6.2. Discusién

En el presente capitulo se efectud el analisis de diferentes genes reguladores de la
LT en pacientes con LLC. Como fue expresado precedentemente, los telomeros se
encuentran asociados a diferentes proteinas que resultan esenciales en el mantenimiento
de la integridad telomérica, preservando a la célula de la inestabilidad gendémica (Blasco
2007; Palm and de Lange, 2008). Entre ellas en este trabajo se evaluaron los cuatro genes
del complejo RNP H/ACA GAR1, NHP2, NOP10 y DKC1, asi como hTR y hTERT,
correspondientes a las subunidades nucleotidica y catalitica de la telomerasa. Cabe
destacar que el presente trabajo representa la primera evaluacion de los genes GARL,

NHP2, NOP10 y hTR en pacientes con esta patologia.

El andlisis de nuestros datos muestra desregulacién en la expresion de los genes
evaluados en los pacientes con LLC respecto de los controles, con aumento en la
expresion de hTERT, GAR1 y NHP2, y disminucién de los niveles de transcripto de hTR,
DKC1 y NOP10. Simultdneamente se encontro correlacion positiva entre NOP10, GAR1
y NHP2, indicando la interaccion existente entre los mismos. Al presente la literatura
muestra un unico trabajo (Poncet et al, 2008) que analiza la expresion de DKC1 en LLC,
encontrando también disminucion en su expresion. Estos resultados resultan interesantes
dado que, por el contrario, estudios en diferentes tumores solidos han observado aumento
de su expresion asociado a pronostico adverso (Montanaro et al, 2008; Sieron et al, 2009;
von Stedingk et al, 2013), en tanto que tumores indolentes o de crecimiento lento
expresan bajos niveles de DKC1 (Alawi and Lee, 2007; Gu et al, 2008; Alawi and Lin,
2011; Lin et al, 2014). En cuanto a hTERT, este gen ha sido mas ampliamente evaluado
en LLC con resultados contradictorios. Poncet et al (2008) observaron disminucién de su
expresion, en tanto que otros autores (Terrin et al, 2007; Rampazzo et al, 2012; Hoxha et
al, 2014) encontraron aumento de sus niveles de transcripto, asociado a enfermedad

progresiva, indicando su importante rol en la tumorigénesis.

Por otra parte, nos interesd analizar si existia asociacion entre el nivel de expresion
de estos genes con la LT y los factores pronostico de la patologia. Con respecto a hTERT,
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nuestros datos muestran una mayor expresion en los pacientes con telomeros cortos,
alteraciones genéticas de mal prondstico, nUmero de anomalias e IGHV-NM, apoyando
su asociacion con progresion de la enfermedad. Estos resultados son concordantes con
reportes de la literatura (Damle et al, 2004; Terrin et al, 2007; Sellman et al, 2011,
Rampazzo el al, 2012; Hoxha et al, 2014), sustentando la importancia de la actividad de
telomerasa en la supervivencia de las células leucémicas. Hoxha et al (2014) detectan
aumento de la expresion de este gen en estadios iniciales de la LLC, indicando que su
desregulacion es un evento temprano en el desarrollo de la patologia. En concordancia
con estos datos, nuestros pacientes con alta expresion de hTERT mostraron mas corta

SLT, afirmando la relacion entre telomeros disfuncionales y progresion en LLC.

En cuanto a los restantes genes, pudimos evidenciar un aumento significativo de la
expresion de DKC1 asociado a la presencia de telémeros mas cortos y en pacientes con
LLC en estadios avanzados. Sabemos que la proteina DKCL1 es requerida para la correcta
actividad de la telomerasa, que actta uniéndose directamente al complejo enzimatico,
participando en la estabilizacion de hTR (Alawi and Lin, 2011). Experimentos in vitro
han demostrado que la pérdida de la funcion de esta proteina afecta la actividad de la
telomerasa mediante la reduccion de los niveles de hTR, conduciendo a un acortamiento
de los telomeros (Mitchell et al, 1999b; Montanaro et al, 2008), capaces de generar
fusiones cromosémicas, que llevan a rearreglos asociados al desarrollo tumoral (Blasco et
al, 2005; Artandi et al, 2006). Mutaciones en este gen determinan el desarrollo de la
diskeratosis congénita, enfermedad caracterizada por diferentes anomalias que incluyen
alteraciones de la piel, falla medular, aumento de predisposicion al desarrollo neoplasico
e importante acortamiento telomérico, asociado a inestabilidad genémica (Mason et al,
2011) Dicho acortamiento telomérico estaria relacionado con la dificultad de estabilizar a
la telomerasa, permitiendo la proliferacion de con telémeros disfuncionales (Wong et al,
2006; Mason et al, 2011). Las mutaciones de DKC1 parecen afectar la expresion y
funcién de los H/ACA snoRNA y son consistentes con el rol de DKC1 en la modulacion
de los mismos (Gu et al, 2008; Alawi and Lin, 2011). En céncer de prostata, la inhibicion
de DKC1 mediante siRNA (small interfering RNA) afecta la proliferacion celular y da

lugar a la disminuciéon del tamafio y el desprendimiento espontaneo de las células,
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compatible con un defecto en la biosintesis de proteinas (Sieron et al, 2009). Asimismo,
diferentes estudios muestran un aumento de la expresion de DKC1 asociada a marcadores
de proliferacion como Ki67 y MYC (Sieron et al, 2009; Liu et al, 2012), hallazgo que
sustentaria su incremento en nuestros pacientes con LLC progresiva. En cuanto a
neoplasias linfoides, un estudio de nuestro grupo detecté aumento de DKC1 asociado a
telomeros cortos en pacientes con mieloma mdltiple, apoyando la participacion de este
gen en el mantenimiento de la actividad de telomerasa y su posible rol en la

tumorigénesis (Panero et al, 2015).

En cuanto a hTR, es un gen ampliamente expresado en células humanas (Kim et al,
1994; Wright et al, 1996). Nuestros pacientes con LLC mostraron disminucion de su
expresion, asi como mayores niveles de transcripto en los casos con telémeros largos, sin
anomalias o con una unica alteracion, y en aquellos con anomalias asociadas a buen
prondstico en la patologia. Sus mutaciones se encuentran también asociadas a
diskeratosis congénita (Vulliamy et al, 2006) y en menor proporcion a sindromes de falla
medular y mielodisplasia (Field et al, 2006; Bessler et al, 2008; Ueda et al, 2014), ambas

patologias relacionadas a telomeros cortos y desarrollo neoplasico.

En lo que respecta a los restantes genes, se observo una significativa correlacion
entre los niveles de expresion de GAR1, NHP2 y NOP10, indicando una estrecha
interaccion entre los mismos, asociada a su rol en el complejo RNP. Por su parte,
mayores niveles de expresion de GAR1 y NHP2 se encontraron asociados al nimero de
alteraciones genéticas, y NHP2 presentd mayor expresion en relacion al aumento de la
linfocitosis. En cuanto a NOP10, mostré disminucion significativa de los niveles de
transcripto respecto de controles y mayor expresion en pacientes con telomeros largos y
en aquellos sin alteraciones o con una sola anomalia citogenética. Como sabemos, las
proteinas del complejo RNP H/ACA contribuyen al ensamblaje y estabilizacion de la
telomerasa, asi como al procesamiento post-transcripcional del RNA ribosomico y del
espliceosoma (Lin et al, 2015). DKC1, NHP2 y NOP10 forman un core que se une
directamente al complejo RNP H/ACA, siendo interdependientes para mantener la
estabilidad del complejo y de la unién al RNA (Grozdanov et al, 2009); la pérdida de
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funcion de alguna de ellas reduce la estabilidad de hTR y disminuye la actividad de la
telomerasa. GAR1 se une solamente a DKC1 y es necesaria para el buen funcionamiento
del complejo; su ausencia no afecta a la estabilidad y los niveles de hTR (Darzacq et al,
2006; Vulliamy et al, 2008). Después de la union de GAR1, el complejo H/ACA maduro
se mueve desde el nucleo al nucléolo y los cuerpos de Cajal, lugares en los que cumpliria
sus primeras funciones, considerandose que el mismo podria regular numerosos procesos
bioldgicos (Meier et al, 2006; Jady et al, 2012). Estudios en neuroblastoma (von Stedingk
et al, 2013) encuentran asociacion entre mayor expresion de DKC1, GAR1 y NHP2 con
estadios avanzados y peor pronostico de la enfermedad, siendo predictores de la SV de
los pacientes. Los autores muestran una correlacion positiva con la sobreexpresion de la
telomerasa, afirmando su actividad conjunta para mantener la LT, previniendo la
generacion de eventos gendmicos perjudiciales, capaces de conducir a la crisis e inicio de
la muerte celular programada. La literatura presenta escasa informacion sobre el
comportamiento de las proteinas asociadas a H/ACA box en enfermedades
hematoldgicas. Un trabajo de nuestro grupo empleando microarrays muestra un aumento
en la expresion de DKC1, NOP10, GAR1 y NHP2 en mieloma multiple y lineas celulares
de mieloma (Diaz de la Guardia et al, 2012), en tanto que un estudio mas reciente sobre
lineas celulares (Lin et al, 2015) encuentra una expresion diferencial en células normales
y transformadas, asi como en respuesta a distintos agentes genotoxicos y, particularmente
al dafio al ADN, sugiriendo que esta sobreexpresion podria ser responsables, al menos en
parte, de la supervivencia y la proliferacion de las células tumorales, factores de

importancia en la progresion tumoral.

Como sabemos, el complejo RNP esta conformado por las proteinas DKCL,
NOP10, GAR1 y NHP2 y RNAs no codificantes (ncRNAS), particularmente sSnoRNA y
scaRNAs. Evidencias experimentales han mostrado que la disfuncion de estos ncRNAs se
encuentra asociada al origen de las neoplasias humanas (Williams et al, 2012; McMahon
et al, 2015). Al presente existe muy poca informacion al respecto en neoplasias
hematoldgicas, con datos en mieloma multiple, patologia en la que se observo asociacién
con los diferentes grupos de riesgo molecular (L6pez Corral et al, 2012; Chu et al, 2012;

Ronchetti et al, 2012). La literatura exhibe un solo reporte que evalta el rol de estos
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NncRNAs en LLC mediante microarrays (Ronchetti et al, 2013), que detecta una
disminucion de la expresion del SNORAT70F en los pacientes con prondstico adverso, y
postula la presencia de dos grupos con diferentes niveles de expresion de SNORA74A y
SNORO116-18 con distinta evolucidn clinica, sugiriendo que la desregulacion de ciertos
ncRNAs podria ser de relevancia en el prondstico de la patologia, asi como una nueva

fuente de blancos moleculares.

Concluyendo, nuestro estudio permite sustentar hallazgos previos en la expresion
de hTERT y revela nueva informacion sobre hTR y los genes que codifican para las
proteinas del complejo RNP, evaluando por primera vez, a nuestro conocimiento, sus
niveles de expresion y su relacion con la longitud telomérica, alteraciones genéticas,
perfil mutacional de IGHV y pardmetros clinicos en pacientes con LLC, sugiriendo su

participacion en la disfuncion telomérica presente en la la patologia.
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7. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta lo precedentemente expresado, los estudios efectuados en el

presente trabajo permitieron arribar a las siguientes conclusiones:

v

Los pacientes con LLC presentaron una reduccion significativa del tamafio
telomérico respecto de controles, confirmando la presencia de disfuncién telomérica

en esta patologia.

El analisis de la LT en funcion de las alteraciones de riesgo genético mostro
telomeros significativamente mas cortos en los casos con anomalias de mal
prondstico respecto de aquellas asociadas a buena evolucién clinica, asi como en
relacién con el nimero de alteraciones, sustentando su asociacién con complejidad

gendémica.

La correlacion con los parametros clinicos evidencio una SLT significativamente
mas corta en aquellos casos con alteraciones gendmicas de alto riesgo, asociadas a
telémeros cortos, respecto de aquellos correspondientes al grupo de buen prondstico,
relacionados a telémeros mas largos, indicando la importancia del acortamiento

telomérico en el desarrollo de la inestabilidad genémica en esta patologia.

El andlisis de las familias IGHV en nuestra serie permitio observar una
representacion IGHV3>IGHV4>IGHV1, andloga a la descripta para Uruguay,
reflejando similitudes en el background genético y/o la influencia de factores

ambientales.
En cuanto a la distribucion de genes, IGHV3-7, IGHV3-21 e IGHV4-59 se

encontraron mas representados, en tanto que IGHV1-69 se observo sub-representado,

respecto de otras regiones geogréaficas.
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Los pacientes con IGHV-NM mostraron acortamiento significativo de sus telomeros,
en tanto que aquellos con expresion de IGHV3-21, rearreglo asociado a mal

prondstico, presentaron la mayor proporcion de telémeros cortos.

La correlacion con las caracteristicas clinicas evidencié mayor masa tumoral y menor
SV en los casos con IGHV-NM, respaldando el rol del acortamiento telomérico en el

desarrollo y progresion de la LLC.

El andlisis de expresion génica mostrd una desregulacion global de los niveles de
transcripto de los genes GAR1, NHP2, NOP10, DKC1, hTR y hTERT, en los
pacientes con LLC respecto de controles. GAR1, NHP2 y NOP10 presentaron
correlacion positiva, indicando la interaccion existente entre los mismos, asociada a

su rol en el complejo ribonucleoproteico.

El gen hTERT evidencido mayor expresion en los pacientes con telomeros cortos,
alteraciones genéticas de mal prondstico, nimero de anomalias e IGHV-NM,
sustentando su asociacion con progresion de la enfermedad y la importancia de la

actividad de telomerasa en la supervivencia de las células leucémicas.

DKC1 mostré aumento significativo de su expresion asociado a la presencia de
telomeros mas cortos y estadios avanzados, evidenciando su estrecha relacion con la

actividad de la telomerasa.

En cuanto a hTR, gen ampliamente expresado en células humanas, nuestros pacientes
mostraron disminucion de su expresién respecto de controles, asi como mayores
niveles de transcripto en los casos con telémeros largos, sin anomalias o0 con una

Unica alteracion, caracteristicas asociadas a buen pronostico en la patologia.

GAR1 y NHP2 presentaron niveles aumentados de transcripto en los pacientes con
mayor numero de alteraciones genéticas, y NHP2 presentd sobre-expresion en

relacion al aumento de la linfocitosis. En cuanto a NOP10, presentd disminucion
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significativa de los niveles de transcripto respecto de controles y mayor expresion en
pacientes con telémeros largos y en aquellos sin alteraciones o con una sola anomalia

citogenética.

Nuestro estudio resulta concordante con hallazgos previos en la expresion de hTERT
y brinda nueva informacion sobre hTR y los genes que codifican para las proteinas
del complejo RNP, siendo a nuestro conocimiento, el primer analisis de los mismos
en LLC, sustentando su participacion en la disfuncion telomérica presente en esta
entidad.

Finalmente, consideramos que el presente trabajo constituye un aporte a la
caracterizacion bioldgica de la LLC asi como a la comprension de los mecanismos

patogénicos involucrados en su desarrollo.
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