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RESUMEN

Las leucemias y los linfomas son los tipos mas frecuentes de neoplasias hematoldgicas,
ambas caracterizadas por una proliferacion descontrolada de los gldbulos blancos o
leucocitos. Entre los distintos tipos de leucemias, destaca la leucemia linfatica crénica
(CLL, del inglés Chronic Lymphocytic Leukaemia) por ser el tipo mas frecuente en

individuos adultos.

Debido a su impacto clinico y social y a las lagunas en nuestro conocimiento de sus
bases gendmicas, la CLL fue incluida entre los tumores elegidos por el Consorcio
Internacional del Genoma del Cancer para su estudio por secuenciacién a gran escala.
El estudio de las alteraciones gendmicas en CLL con técnicas de secuenciacidon de
nueva generacién ofrecid, por primera vez, una visién completa del genoma de esta
enfermedad y permitié compararlo con el genoma de los tejidos normales del mismo

paciente.

Estos trabajos revelaron mutaciones somaticas recurrentes en genes que podrian
alterar la funcion bioldgica de las proteinas que codifican. Uno de ellos, el gen que
codifica SF3B1 (subunidad 1 del factor de splicing 3b) acumula mutaciones somaticas
en aproximadamente el 10% de los casos de CLL. La proteina SF3B1 es un componente
basico de la U2 snRNP que se une al sitio de ramificacidon haciendo posible la unién
entre el spliceosoma y el pre-mRNA. Todo sugiere que las mutaciones en SF3B1
conducen a errores en el splicing de ciertos transcritos que afectan a la patogénesis de

la leucemia linfatica crénica.

Con el fin de validar in vivo la mutacién K700E en SF3B1 y su funcién en la patogénesis
de la CLL nos hemos propuesto generar modelos animales que simulen la enfermedad.
Por un lado hemos intentado obtener células progenitoras hematopoyéticas a partir
de células ES mutantes y por otro hemos generado ratones quiméricos para esa

mutacion recurrente de SF3B1.
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INTRODUCCION

Las leucemias y los linfomas son los tipos mas frecuentes de neoplasias hematoldgicas,
ambas caracterizadas por una proliferacion descontrolada de los glébulos blancos o
leucocitos. La diferencia principal entre ambos es el lugar donde se origina el cancer.
En el caso de las leucemias, el cancer se origina en la médula ésea y se disemina por el
torrente sanguineo, mientras que los linfomas se originan en el sistema linfatico, que
incluye los vasos y ganglios linfaticos asi como érganos linfoides como el timo y el
bazo. Existe una amplia clasificacion de las distintas clases de leucemias y linfomas
basada en el tipo especifico de célula hematoldgica que origina el cdncer y en su grado

de agresividad.

Entre los distintos tipos de leucemias, destaca la leucemia linfatica crénica (CLL, del
inglés Chronic Lymphocytic Leukaemia) por ser el tipo mas frecuente en individuos
adultos. La leucemia linfatica crénica y el linfoma linfocitico de célula pequefia (SLL, del
inglés Small Lymphocytic Lymphoma) son dos variantes de la misma enfermedad, ya
gue se trata del mismo tipo de célula tumoral (linfocito de tipo B), que difieren en la
localizacion de la misma. Cuando la mayoria de las células de tumorales se encuentran
en el torrente sanguineo y la médula ésea, la enfermedad se conoce como CLL, aunque
los ganglios linfaticos y el bazo a menudo estan también afectados. Cuando las células
tumorales se encuentran principalmente en los ganglios linfaticos, la enfermedad se

denomina SLL.

La CLL/SLL suele ser un cancer indolente (de crecimiento lento); sin embargo, con el
tiempo, puede progresar a un tipo mas agresivo de linfoma. Los sintomas comunes de
la enfermedad incluyen hinchazén del higado y del bazo y agrandamiento de los
ganglios linfaticos en el cuello, las axilas, el estdmago o la ingle. Otros sintomas de la
CLL/SLL son la fatiga, la anemia, los hematomas, la sudoracién nocturna, la pérdida de
peso y las infecciones frecuentes. A menudo, las personas con CLL/SLL no presentan
sintomas evidentes de la enfermedad en el momento del diagndstico.
Aproximadamente un tercio de todos los pacientes de CLL/SLL vive durante afios sin

sintomas. Por tanto, para la clinica, se pueden establecer dos tipos de CLL:
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-Una clase de CLL que se desarrolla muy lentamente y puede transcurrir mucho tiempo

antes de que el paciente necesite tratamiento.

-Otro tipo de CLL que se desarrolla mas rdpido y conlleva una tasa de supervivencia

mas corta (1,2).

Desde un punto de vista molecular en CLL se pueden encontrar dos principales
subtipos que se caracterizan respectivamente por un alto o bajo numero de
hipermutaciones somaticas en la regién variable de la cadena pesada de los genes de
inmunoglobulina. Si las células B tumorales presentan hipermutacién somatica en el
centro germinal (IGVH-mutado) los pacientes muestran caracteristicas clinicas leves y
en general alta supervivencia libre de progresidon, mientras que los pacientes con CLL
con IGVH-no mutado sufren una forma agresiva de la enfermedad que puede ser

refractaria al tratamiento (3, 4).

En los Ultimos afios, se han producido grandes avances en el estudio de las bases
moleculares que determinan las diferencias en la agresividad y progresién clinica de la
CLL, asi como de otros tipos de tumores, gracias al proyecto mundial de secuenciacién

del genoma del cancer

Puente et al (5) realizaron un analisis exhaustivo de la CLL combinando secuenciacion
de ultima generacién con caracteristicas clinicas. Con la secuenciacion de todo el
genoma de cuatro casos de CLL identificaron 46 mutaciones somadticas que
potencialmente podian afectar la funcidn génica. Mediante un analisis mas detallado
de estas mutaciones en 363 pacientes con CLL identificaron cuatro genes que estan
mutados de manera recurrente: NOTCH1, XPO1, MYD88 y KLHL6. Las mutaciones en
MYD88 y KLHL6 eran predominantes en los casos de CLL con genes de
inmunoglobulinas mutadas, mientras que las mutaciones en NOTCH1 y XPO1 se
detectaban principalmente en pacientes con genes de inmunoglobulinas no mutados.
Los patrones de mutacién somadtica, apoyados por los analisis funcionales y clinicos,
indican que las mutaciones recurrentes en NOTCH1, MYD88 y XPO1 son cambios

oncogénicos que contribuyen a la evolucion clinica de la enfermedad.
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Quesada et al. mediante secuenciacién de exomas en 105 pacientes no tratados,
pusieron de manifiesto que las mutaciones somdticas de genes que codifican
componentes esenciales de la maquinaria de splicing de ARN desempefian un papel
importante en la fisiopatologia de esta enfermedad. En concreto, el gen SF3B1, que
codifica la subunidad 1 del factor de splicing 3b, que forma parte de la maquinaria que
permite el anclaje del spliceosoma a los precursores de mRNA, se encuentra
frecuentemente mutado en pacientes con CLL. En el estudio de Quesada et al., las
mutaciones somaticas de SF3B1 se encontraban en aproximadamente el 10% de los

pacientes, haciendo de éste el segundo gen mas frecuentemente mutado en la CLL

(6) (Fig.1).
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Figl. Genes frecuentemente mutados en CLL. El tamafio de los nombres es proporcional a la
frecuencia de mutacién. Los genes en rojo estan mutados preferentemente en IGVH-no
mutado, los genes en azul estdn mutados en IGVH-mutado y los genes en violeta se

encuentran mutados en ambos casos.

La mayoria de los genes eucariotas tienen secuencias codificantes (exones) y no
codificantes (intrones). Todas ellas se transcriben inicialmente en forma de un

precursor de ARN mensajero (pre-mARN) que incluye todas estas secuencias (7).

El splicing o maduracion del pre-mRNA es el proceso por el cual los intrones se
escinden y los exones se ligan juntos. En eucariotas superiores, la mayoria de los

genes se someten a diferentes patrones de corte y empalme, generando isoformas
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alternativas de mRNA que tienen diferentes funciones y que contribuyen a la
complejidad bioldgica. El splicing del pre-mRNA es catalizado por el spliceosoma, una
macromolécula compuesta de 5 ARN nucleares pequefios (snARNs) asociados con
proteinas para formar particulas denominadas ribonucleoproproteinas nucleares

pequefias (SnRNPs) (8).

En la mayoria de los eucariotas, incluyendo los seres humanos, hay 2 clases de
intrones: el tipo comun, U2, que constituye mas del 99% de los intrones humanos, y el
tipo U12, raro. Ambos difieren en sus secuencias consenso de sitio de splicing. La
eliminacidn de estos 2 tipos de intrones es catalizada por dos spliceosomas diferentes
llamados U2-dependiente y U12-dependiente, respectivamente. Los 2 spliceosomas

difieren en su composicion de snRNAs y comparten la mayoria de las proteinas.

El agrupamiento de las unidades que forman el spliceosoma se produce de novo para
cada pre-mARN que es necesario madurar, pues éste contiene secuencias especificas
gue impulsan y regulan este proceso. Las secuencias cruciales son el sitio de donacién
de splicing 5', el sitio de ramificacién, y el aceptor de splicing 3 al final del intrén. En
el splicecosoma U2-dependiente, el sitio donante es reconocido por Ul snRNP,

mientras que el sitio aceptor es reconocido por U2 snRNP.

Varias proteinas interactian con los snARNs para formar los snRNPs del spliceosoma
(Fig.2). Entre las que interactian con Ul y U2 durante la primera fase de
reconocimiento de intrones y la formacion del spliceosoma estan SRSF2, U2AF1,

ZRSR2, U2AF65, SF1, SF3B1, SF3A1, y PRPF40B.

La proteina SF3B1 es un componente basico de la U2 snRNP que se une al sitio de

ramificacién haciendo posible la union entre el splicecosoma y el pre-mRNA.
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Fig2. Representacion esquematica del spliceosoma y sus componentes. Los
componentes marcados con un asterisco presentan mutaciones somaticas

en CLL (9).

Aungue la transcripcién del DNA (libre del nucleosoma) por la RNApolimerasa Il y el
splicing del pre-mRNA son considerados tradicionalmente como procesos separados y
secuenciales, cada vez mas evidencias sugieren que la transcripcion y el procesamiento
del ARN se acoplan estrechamente in vivo (splicing cotranscriptional) y que varios

factores de splicing también influyen en la regulacién de la transcripcién (10, 11).

La mutacién en SF3B1 mas frecuente encontrada en las muestras de CLL fue K700E
(Fig.3), que ocurre en casi la mitad de los casos, seguida por G742D, una mutacidn que
rara vez se encuentra en neoplasias mieloides. En casi todos los casos, las mutaciones
de SF3B1 afectan al dominio C-terminal (repeticion HEAT) en una regién muy concreta
de su estructura, lo que sugiere que interrumpen la unién de la proteina a algun

cofactor que, a su vez, podria disminuir la fidelidad del splicing en genes especificos.
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Fig3. Representacidn esquematica de la proteina SF3B1 con sus dominios
estructurales. Aparecen sus mutaciones recurrentes y se indica su

frecuencia (6).

Estos datos fueron corroborados por otros trabajos realizados también mediante
secuenciacion de exomas pero con la objecién de que en este caso, las muestras
estudiadas provenian de pacientes tratados con quimioterapicos (12). Por tanto, se
puede concluir que las mutaciones recurrentes en SF3B1 pueden ocurrir en el inicio de
la enfermedad y no exclusivamente en etapas posteriores después de iniciar el
tratamiento sin ser necesariamente un resultado de la presién selectiva inducida por la

quimioterapia (13, 14).

Durante la investigacion del genoma de la CLL refractaria a fludarabina, Rossi et al.
Encontraron mutaciones recurrentes de SF3B1, y en consecuencia realizaron la

resecuenciacion del gen en 3 cohortes diferentes de pacientes (15).

La incidencia de la mutacién SF3B1 fue del 17% en pacientes fludarabina-refractarios,
5% en los pacientes recién diagnosticados, y del 6% en los pacientes con sindrome de
Richter. Estaban disponibles muestras seriadas de pacientes mutados en 3 casos, lo
gue permitié determinar que la mutacién en SF3B1 se adquirié durante el seguimiento
en 2 de ellos. Asi mismo, no encontraron mutaciones en SF3B1 en las neoplasias de

células B maduras que no fueran CLL (16).
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Por otro lado, otro estudio detecté SF3B1 mutante en uno de 63 pacientes con clinica
de linfocitosis B monoclonal, una condicién que podria representar las fases iniciales

de la CLL (17).

Varios grupos estdn evaluando la importancia clinica de mutaciones SF3B1 en
pacientes con CLL. Asi, Oscier et al. han evaluado recientemente el efecto de las
mutaciones en NOTCH1 y SF3B1 en una cohorte de 494 pacientes recién
diagnosticados de CLL e insertos al azar en un ensayo de fase 3 con clorambucil
comparando distintos tratamientos (fludarabina y ciclofosfamida o fludarabina
solamente), (18). En este estudio se han encontrado mutaciones en NOTCH1 y SF3B1
en 10% y 17% de los pacientes con CLL no tratados respectivamente y dichas
mutaciones se han asociado independientemente con una menor supervivencia en un

analisis multivariante (19).

Por tanto, el resultado de estos trabajos indica que entre las neoplasias de células B
maduras, las mutaciones de SF3B1 son especificas para la CLL, tienen una menor
incidencia en las primeras etapas de la CLL, ocurren con mds frecuencia en

enfermedad avanzada, y tienden a estar asociadas con un mal pronéstico.

Tras el hallazgo de que un componente central del spliceosoma, SF3B1, estaba mutado
en aproximadamente el 10% de los pacientes de CLL se determind que estas
mutaciones no anulaban la funcion de SF3B1 sino que modificaban su funcidn
alterando el splicing de un pequefio numero de genes involucrados en el desarrollo
tumoral incluyendo el control del ciclo celular (p27, CCA2, STK6 y MDM?2) (18-19), la
angiogénesis, y la apoptosis (20). Ademds, estos defectos en el procesamiento del RNA

pueden influir en la estabilidad gendmica y en las modificaciones epigenéticas (12).

Todo sugiere que las mutaciones en SF3B1 conducen a errores en el splicing de estos
transcritos y posiblemente de otros que afectan a la patogénesis de la leucemia
linfatica crdénica. Los estudios en curso se centrardn en la determinaciéon de cémo las
mutaciones en SF3B1 alteran su funcién en el procesamiento de pre-mRNA criticos

para la célula tumoral.
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La evaluacion del estado de mutacion en SF3B1 puede convertirse en una herramienta
innovadora de diagndstico y prondstico. Por otra parte la disponibilidad de
moduladores del spliceosoma abre nuevas perspectivas terapéuticas en el tratamiento

de este tipo de cancer.

Varios compuestos pueden modular el procesamiento del pre-mRNA. En un articulo de
revision, Webb et al. examinan este tema exhaustivamente (21). Existen productos
naturales como la spliceostatina A, pladienolida, y meayamycina, (22, 23, 24) y
pequefias moléculas sintéticas como la sudemycina (25), que son capaces de modular
al factor 3b de splicing. Estos moduladores spliceosomales tienen actividad
antitumoral en células y modelos animales y todo indica que la interaccion con el

factor de splicing 3b es crucial para su actividad citotodxica (26, 27).

Estos compuestos probablemente alteran la interaccion entre factor 3b y el pre-ARNm

e inducen la transcripcién anormal y el splicing alternativo en células de mamifero.

El efecto de los anteriores compuestos sobre un factor 3b anormal aun se desconoce,
por tanto, es necesario realizar estudios preclinicos para explorar el efecto de los
moduladores del factor de splicing 3b en células con mutaciones de SF3B1. La hipdtesis
de trabajo es que células que albergan una mutacién en algin componente de la
maquinaria de splicing pueden ser mas sensibles a la accién de los moduladores del

spliceosoma (28).

También se han encontrado mutaciones somaticas recurrentes de SF3B1 y otros genes
de la maquinaria de splicing de ARN en pacientes con sindrome mielodisplasico. En
este caso, las mutaciones en SF3B1 presentan una frecuencia particularmente alta en
los estadios iniciales de la enfermedad caracterizados por la presencia de sideroblastos
en anillo, lo cual es consistente con una relacion causal (29). Asi mismo se detectaron

mutantes de SF3B1 en una frecuencia menor en otros tipos de tumores (30).

En general el cdncer es una enfermedad en la que las células presentan un crecimiento
descontrolado acompaiiado por la invasidn de los tejidos adyacentes normales. En
etapas posteriores, algunos canceres hacen metastasis en otros lugares del cuerpo a

través de la linfa o la circulacidn sanguinea. Los estudios sobre los mecanismos
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subyacentes han identificado vias clave para el control del crecimiento y muerte
celular que a menudo se encuentran en estado defectuoso en las células tumorales
(31). Ademas de estas vias intrinsecas de las células cancerigenas, ciertos factores
externos también controlan el crecimiento del tumor y su comportamiento, como por
ejemplo la angiogénesis tumoral, la infiltracién de células inmunes, y la activacion de
células mesenquimales (32). Por estas razones, muchos elementos de la biologia del
cancer, incluyendo la invasién y la metastasis, sélo pueden ser estudiados
adecuadamente en el contexto de organismos intactos. La inyeccidn de lineas celulares
de tumores humanos en ratones inmunodeficientes por via intravenosa o subcutanea
y el seguimiento local del tumor generado constituyeron los primeros intentos de
modelar el cancer en animales. Aunque estos modelos de xenoinjertos fueron eficaces
para propagar los tumores humanos, no modelan el cdncer esporadico o la
tumorigénesis de novo en un anfitrion inmunolégicamente competente. Con los afos,
los modelos de ratén se han vuelto mucho mas sofisticados, en particular tras la
aparicién de los modelos de organismos modificados genéticamente (OMG). Hay
varios tipos diferentes de OMG, cada uno con sus propias ventajas y limitaciones. En la
mas avanzada, el OMG generado es capaz de desarrollar de novo tumores espontaneos
mediante la induccién espacio-temporalmente controlada de mutaciones en células

individuales inmersas en su microambiente natural.

Estos OMGs condicionales pueden recapitular la naturaleza estocastica del cancer
esporadico y a menudo desarrollan un tipo de tumor en particular. Estos modelos
muestran una reduccion de la carga tumoral que prolonga su vida Util en comparacién
con los OMGs convencionales, y son mas adecuados para estudiar la iniciacidon del
tumor, la progresidon y la respuesta al tratamiento (33). Por ello, los modelos
condicionales de ratdn se pueden utilizar para la validacion de genes candidatos del

cancer y determinar nuevas dianas de tratamiento.

Desafortunadamente, la dependencia de una logistica complicada y las barreras
econdmicas dificultan el uso extensivo de estos modelos en investigacion preclinica y
traslacional. Por ejemplo, los OMGs condicionales requieren un largo tiempo de
generacion y validacién. Todo el proceso de introduccién dirigida de mutaciones en las
células madre embrionarias (ES) y la produccién de ratones con la mutacién, en

10
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cantidad suficiente, es laborioso y caro. A menudo, se requieren multiples mutaciones
condicionales para el desarrollo de un tumor especifico, por lo que requiere extensos
cruzamientos de cepas de ratones mutantes individuales para producir cepas mutantes
del genotipo deseado. Este proceso requiere mucho espacio y consume mucho tiempo
(debido a la complejidad que conllevan los esquemas de seleccién que involucran
multiples cruces), es ineficiente (debido a la generacidn inevitable de ratones con

genotipos no deseados), y caro.

Algunos de los inconvenientes intrinsecos de los OMGs relacionados con linea
germinal se pueden superar mediante el uso de los modelos mosaico de ratdn,
llamados OMGs quiméricos no germinales (34, 35). Estos modelos se pueden
subdividir en dos grupos, modelos de trasplante y modelos quiméricos. Los modelos de
trasplante se generan mediante la implantacién de células madre o progenitoras
somaticas en el respectivo tejido adulto de un ratdén receptor. Estas células
trasplantadas son modificadas ex vivo para contener mutaciones iniciadoras del tumor
o se derivan de tejidos de ratones propensos a desarrollar el tumor. Este concepto es a
menudo utilizado en el sistema hematopoyético, pero también ha sido aplicado para
los tumores de otros tejidos, como el de mama, cerebro, y el de higado (36, 37, 38).
Como este enfoque depende de la obtencidn de las células mutantes del tejido
adecuado, la gama de tipos de tumores que pueden ser modelados estd limitada por la
disponibilidad y accesibilidad a estas células. Los modelos quiméricos no tienen esta
limitaciéon, pues se basan en las ES disefiadas genéticamente que llevan las
modificaciones esenciales que se necesitan para desarrollar un tipo particular de
cancer. Los ratones quiméricos generados directamente con estas células ES para la
induccion del tumor permiten generar una cohorte rapidamente y sin cruzamientos
tediosos. Las quimeras tienen una mezcla de células de tipo salvaje procedentes de las
células del embridn huésped y células genéticamente modificadas procedentes de las
ES modificadas que permiten el desarrollo de tumores en el contexto del tejido
normal, recapitulando la tumorigénesis humana. A pesar de las ventajas de este
método, las quimeras asi generadas necesitan ser validadas para asegurar la
funcionalidad de la modificacién genética que se introduce y también por su

porcentaje de mosaicismo (39).
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Centrandose en SF3B1 y su implicacidn en CLL, hay varios problemas que dificultan la

validacién bioldgica de las mutaciones:

- Hasta el momento no se dispone de un modelo deficiente en la funcién de SF3B1 que

reproduzca la enfermedad en ratén.

- Los resultados de secuenciacién muestran que las mutaciones recurrentes en SF3B1
implicadas en CLL ocurren en heterozigosis. Si esas mutaciones afectan su funcidn, es
probable que la dosis sea fundamental. También es posible que las proteinas mutantes

actuen como dominantes negativos, como parece ser el caso de POT1 (40).

En este proyecto, se plantea la posibilidad de avanzar en la comprensiéon de los
mecanismos que asocian la mutacién p.K700E en SF3B1 con el desarrollo de tumores

sanguineos mediante el desarrollo de ratones quiméricos.
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OBJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes descritos, hemos abordado el objetivo de generar un
modelo animal para investigar las funciones de las mutaciones en SF3B1 en la

patogénesis de la CLL. Para ello hemos empleado dos aproximaciones:

1.- De forma preliminar, obtener células progenitoras hematopoyéticas a partir de
teratomas generados con células ES con fluorescencia roja y mediante un protocolo de
trasplante de dichas células progenitoras, testar la posibilidad de generar, en un
futuro, un modelo animal que pueda simular la situacion patolégica de CLL en

humanos.

2.- Generar quimeras en ratén a partir de células ES mutantes para SF3B1. En estudios
posteriores, la médula mosaico procedente de las quimeras serd caracterizada y se
aislara para poder trasplantarla a ratones silvestres con el objetivo de obtener un

modelo de CLL en esa especie.
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MATERIAL Y METODOS

Manejo de los animales.

Todos los procedimientos realizados con los animales han respetado lo establecido en
el Real Decreto 53/2013 (relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos) por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccién
de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia vy siguiendo las directrices del Comité de Etica del Bioterio de la Universidad

de Oviedo.

Cultivo de ES

Las células ES se cultivaron a 372C y en presencia de 7% de CO; durante una semana,
en medio de cultivo 3i, sobre fibroblastos inactivados. Se pasaron cada dos dias. Las
células ES que se utilizaron en todos los grupos experimentales estaban en las mismas
condiciones de confluencia y pase.

El mantenimiento en cultivo de las células ES consiste en su tripsinizacién y pase
cuando alcanzan el 80 % de confluencia. Para ello, se retira el medio, se lavan con PBS
y se cubren con Tripsina-EDTA (0,05%, Gibco). A continuacidn, se incuban a 372C 5
minutos. Finalmente, se aflade medio fresco en un volumen tres veces superior al de la
Tripsina-EDTA y las células se pipetean repetidamente hasta conseguir una suspension
unicelular.

Medio de ES 2i vy 3i:

KOMEM (Invitrogen) 217ml, FCS (Invitrogen) 25ml,Non Essential Amino Acid
(Invitrogen) 2.5ml, Sodium Pyruvate 100mM (Invitrogen) 2.5ml, LGlu-Penicillin-
Streptomycin (Sigma) 2.5ml, 2-mercaptoethanol (Invitrogen) 0.5ml, LIF ESGRO 10’
unidades (CHEMICON) 25ul, CHIR99021 1 uM concentracioén final, inhibidor de MEK 1
UM conc. final (StemGent), PD184352, inhibidor de GSK3 1 uM concentracion final
(StemGent), para un volumen total de 250ml. Para el medio 3i suplementar con

SU5402, inhibidor del receptor de FGF 1 uM concentracion final (StemGent).
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El control de calidad de las células ES consistid en la realizacidon de un andlisis para
determinar la presencia de Micoplasma sp. y un cariotipo.

Para los experimentos de generacion de cuerpos embrionarios, formacidon de
teratomas y trasplante se utilizaron células ES de la linea JM8A3, transfectantes
estables para la proteina roja fluorescente que hemos Ilamado JM8A3 RED, cultivadas
en el medio de cultivo habitual de ES y sobre fibroblastos inactivados. Las células se

pasaron cada dos dias.

Control de calidad de las ES

Se comprueba en primer lugar la ausencia de Micoplasma sp. en el medio de cultivo
medinate una PCR con dos primers (MYA: 5'-GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3'

MYB: 5'-CGGATAACGCTTGCGACCTATG-3') que amplifican una banda de 464 bp que se
corresponde con una zona comun de DNA de muchas especies de micoplasma y
usando como molde 1 pl de medio de cultivo donde se hayan crecido las células. Las
condiciones de la PCR fueron las siguientes:

- 952C durante 5 minutos

30 ciclos de:

- 949C, 30 segundos

- 609C, 1 minutos

- 729C, 90 segundos

y por ultimo

- 72°C durante 10 minutos

Se separd el producto de la PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%
con bromuro de etidio y marker V

También se realizd un contaje de metafases.

Pasar un numero adecuado de células activas a una placa de 35 mm gelatinizada y sin
feeders. A las 24 horas afnadir la Colcemida 0.1 pg/ml conc. Final (10ug/ml) (Roche).
Incubar 60-90 min. a 372C. Cuanto mas tiempo esté actuando la Colcemida mas se
condensara la cromatina y mas cortos seran los cromosomas, por un lado, pero por
otro, mas células seran sorprendidas en metafase.

Aspirar el medio y lavar con PBS (-Ca, -Mg). Tripsinizar y neutralizar la tripsina con

medio de ES. Centrifugar 10 min. a 900 rpm.
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Decantar el medio. Romper el pellet y resuspender las células en 1 ml de solucién
hipotdnica (0.56% KCl) afiadida en agitacion y gota a gota. Completar con mas KCl
hasta 6 ml.

Dejar reposar a temperatura ambiente 15 min.

Con agitacion afadir 8 gotas de fijador frio del -20 (metanol/acético glacial en
proporcion 3:1y preparado siempre fresco). Centrifugar 5 min. a 900 rpm.

Decantar dejando 0.5 ml en el tubo. Romper el pellet y afiadir, agitando, gota a gota
mas fijador hasta un total de 6 ml. Mezclar bien invirtiendo el tubo y dejar incubar en
hielo 20 min. Repetir 2 veces y en la ultima resuspender el pellet en 0.5 ml de fijador.
Dejar caer una gota desde unos 10 cm sobre un porta limpio. Dejar secar al aire.

Tedir con DAPI+antifading y ver bajo luz UV.

Superovulacién.

Hembras prepuberes de la linea C57BL/6 se inyectaron intraperitonealmente con 5 Ul
de PMSG (Pregnant Mare’s Serum Gonadotrophin) . A las 48 horas, las hembras se
inyectaron de igual manera con HCG (Human Chorionic Gonadotrophin) y se cruzaron

con machos C57BL/6. Al dia siguiente se chequed la presencia de tapdon vaginal.

Obtencion y cultivo de embriones.

A los 2 dias se sacrificaron las hembras que habian tenido tapdn vaginal y se extrajeron
los oviductos. Mediante flushing con medio M2 (Sigma) se obtuvieron los embriones
en estadio de mérula (2,5 dpc). El posterior cultivo in vitro de embriones se realizé en
medio KSOM (Mlllipore) cubierto con aceite mineral, en un incubador con una

atmosfera conteniendo 5% de CO2 y a 37°C.

Microinyeccion.

Se empled un microscopio Leica DMI6000B con dos micromanipuladores Eppendorf y
sendos microinyectores CellTram, Air y Vario, respectivamente, de la misma marca. Las
gotas de microinyeccion estaban formadas por medio M2 (Sigma) suplementado con
4% de medio de ES. Se emplearon agujas comerciales para la inmovilizacion de los

embriones y la microinyeccion de las células ES (Eppendorf).
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Mediante este método se introdujeron 16 células ES en cada embrién en estadio de

blastocisto.

DIE

Se trata de una microinyeccidon doble de los embriones. La diferencia con el caso
anterior es que primero se microinyectan los embriones en estadio de mdrulas con 6
células ES y se cultivan in vitro en medio KSOM (Millipore) durante 24 horas.
Transcurrido ese tiempo los embriones se vuelven a microinyectar con 10 células ES

pero esta vez en estadio de blastocisto.

Transferencia embrionaria

Se anestesia a la hembra aceptora (psudoprefiada con el plug de los dias apropiado)
con la dosis habitual de ketamina + Xilacina. Se depila la zona del lomo a la altura de
los rifiones y se realiza un corte en la piel longitudinal y lateral a la columna vertebral,
lo mds pequeiio posible. Ayudandose de las pinzas se corta la capa muscular y se busca
la grasa que recubre el ovario. Se tira de la grasa hacia fuera del cuerpo. De esta
manera queda accesible la bursa con el ovario y el infundibulo. Se pellizca el ampula
para hacer una pequeia incisién con una aguja de 30G para poder introducir nuestra
aguja de vidrio con los embriones y depositarlos. Se devuelve el aparato reproductor a
su correspondiente zona anatdmica, dando un punto de sutura en la capa musculary a
continuacion los que sean necesarios en la capa cutdnea. Se limpia y desinfecta con

Betadine.

Formacidn de cuerpos embrionarios (EBs)

4x10° celulas ES JM8 RED se cultivaron en medio sin inhibidores y sin LIF durante 6 dias
en placas de cultivo de 100 mm de poliestireno.En estas condiciones las células ES
crecen en suspensidon provocando su diferenciacién. Transcurrido ese tiempo se
forman agregados de células con una cavidad interna. Por su similitud estructural a los
embriones en estadio de blastocisto se les ha denominado cuerpos embrionarios (41).
Generacion de teratomas

Los cuerpos embrionarios se tripsinizan y se cuentan las células. Con ellas se generan

los teratomas.
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Procedemos como si fuesen células para microinyectar. Las células se tripsinizan de la
forma habitual y se deposita en el mismo pocillo. Se incuban 30 min para eliminar los
feeders. Se recogen las ES, se cuentan vy se resuspenden para que queden a una
concentracion de 5x106/100 pl.

Se inyectan 5x10° células en 100 pl de PBS en los flancos dorsales de dos ratones
inmunodeprimidos (Nude). A las 8 semanas los teratomas son evidentes y se pueden

observar en el IVIS. Se aislan, se disgregan y se obtiene una dispersién unicelular.

Aislamiento y purificacion de células progenitoras hematopoyéticas

Se extraenlos teratomas y se disgregan (primero mecdnicamente y después con
colagenasa) en HBSS o PBS utilizando 1ml de buffer. Pasar por un cell strainer de 30 u
m. Lisar las células con Buffer de lisis de eritrocitos 1X. Afadir 10 volumenes
con respecto al volumen inicial. Dejar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Centrifugar las muestras a 1200 rpm durante 10 min.

Lavar las células con PBS. Resuspender en el volumen necesario dependiendo de la can
tidad de células que se hayan obtenido.

Se parte de 2x10’ cel/teratoma. Proceder a marcar la muestra con el Coktail Lineage
Cell Depletion Kit Mouse (Miltenyi ). Las células maduras de la muestra quedardn
marcadas mientras que las indifirenciadas se mantendran sin marcaje.

Después de marcar las células se hacen pasar por el Automacs Cell Separator (Miltenyi

Biotec) y como deciamos se obtienen dos poblaciones celulares aisladas. En muestras
de médula désea el 95% corresponde a LIN+ (células marcadas: Mac-1 para células

mieloides, CD4 y CD8 para linfocitos T, CD19 o B220 para linfocitos B, etc) y el 5% a

LIN- (células no marcadas y por tanto Scal+ y ckit+).

Ablacion de medula dsea y trasplante.

Para realizar la ablacién de la médula ésea de los ratones huésped se ha utilizado el
protocolo habitual mediante tratamiento con Busulfan y Ciclofosfamida durante cinco
dias. Inyeccion intraperitoneal de Busulfan 2,5mg/ml, 0,1ml/10g durante cuatro dias y

el quinto dia Ciclofosfamida 20mg/ml en PBS, 0,1ml/10g.
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El trasplante se realiza el sexto dia, introduciendo las células via cardtida en ratones

huésped de la linea C57BL/6 de 8 semanas, previamente ablacionados, utilizando una

aguja de 28G.

Se inyectaron 0,5x10* células de la poblaciéon LIN- (Scal+ y cKit+) en un volumen de 100

ul de PBS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Generacion de progenitores hematopoyéticos y trasplante

De forma preliminar, para testar la posibilidad de obtener progenitores
hematopoyéticos a partir de células ES, hemos utilizado una linea de ES que expresa un
marcador fluorescente (Fig.4).

Fig4. Células ES JM8A3 RED en cultivo mostrando la fluorescencia.

Se sembraron 4x10° células ES JM8A3 RED en placas de 100 mm de poliestireno en
medio sin LIF ni inhibidores. A los seis dias aproximadamente el 90% de las células ES
se habian diferenciado formando cuerpos embrionarios (EBs) (Fig.5).

Fig5. Cuerpos embrionarios generados a dia 4 y dia 6 de diferenciacion.

Dichos EBs se recogieron por centrifugacion y se tripsinizaron para formar una
suspension celular homogénea que se utilizé para inyectar subcutdneamente dos
ratones Nude. A las 8 semanas los teratomas eran evidentes tal y como se muestra en
la Fig.6.
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Fig6. Fotografia de IVIS donde se aprecian las masas
tumorales correspondientes a los teratomas
generados.

De esta forma obtuvimos dos poblaciones celulares: la primera LIN+ (marcadas),
mayoritarias y correspondientes a células diferenciadas y la segunda LIN- (no marcada)
muy minoritaria y que no presentaba en su superficie marcadores de diferenciacion.
Tomamos esta ultima para realizar los trasplantes.

Desafortunadamente se obtuvieron muy pocas células con los marcadores de
superficie deseados (0,5x10* células). De todas formas se intentd el trasplante
utilizando ratones huésped de la linea C57BL/6. A los 30 dias del trasplante se obtuvo
sangre de dichos ratones para tratar de detectar fluorescencia en las células
sanguineas. No se encontré ninguna sefal roja que indicase que las células
transplantadas habian colonizado la médula ésea de los huéspedes.

Se trata de resultados muy preliminares en los que debido al escaso numero de
ratones empleados para generar los teratomas se obtuvieron muy pocas células. Sin
embargo, las posibilidades que podria abrir este procedimiento llevaran en el futuro a
la repeticidn del experimento con un nimero mayor de ratones.
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Generacion de ratones quiméricos para la mutacion K700E de SF3B1

Las células ES fueron cedidas por el Dr. Seishi Ogawa al Dr. Victor Quesada en el
contexto de una colaboracidn. Se trata de unas células de la cepa M1 derivadas de una
generacion F1 (C57BL/6 x 129) (Fig.7).

Fig7.Fotografia de las células SF3B1 K700E en cultivo. Se puede
ver la capa de fibroblastos embrionarios y sobre ella los clones
de células ES.

Estas células son heterocigotas para la mutacién K700E de SF3B1, que ha sido
introducida mediante una estrategia de Knock-In siguiendo el esquema que se
muestra a continuacién (Fig.8). Tal como se indica, se puede obtener un alelo funcional
condicional mediante electroporacién con la recombinasa FlipO:

SF3B1 (SF3B1-Flex)

exon1-25
(ID:MNHKO077) SF3B1-U52696
-
SF3B1-U52067 SF3B1-L52399 .
208 > s Neo791r
exon10, 11 exon12-14  exon15, 16 FRT FRTexon17 exon18  exon19, 20
PIEO<de 5N 4=l | ]
loxP 3 W
0 oL 'sluoxe == -
SFaB1.152399 € ioxp SF3B1-L52987
ox2272  lox2272
-
SF3B1-TagR

-

SF3B1-U52696
Fl SF3B1-U52696

+rip > SF3B1-SF3B81-L52399
SF3B1-U52067
- —> .
exon10, 11 exon12-14  exon15, 16 FRT exon17 exon18  exon19, 20
[N EEE—— N B I Ei o EO L] | 1§ .
W
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SF381-L52987
SF3B1-L52399 X
lox2272 lox2272

-
SF3B1-TagR

-
SF3B1-U52696

Fig8. Esquema de las modificaciones introducidas en las ES.
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Los proyectos de generacion de OMGs para algun gen en ratén se basan en la
generacién de células ES modificadas. En ocasiones, el cultivo no individualizado de
esos clones de células hace que su calidad, a nivel de pluripotencia, disminuya. Aunque
se ha incrementado mucho nuestra comprensiéon de los mecanismos moleculares y
celulares responsables del mantenimiento de la pluripotencia de las células ES, es
necesario realizar sobre ellas controles de calidad basados en cariotipado y en
deteccion de Micoplasma sp. antes de comenzar los experimentos de generacién de

las quimeras.

En nuestro caso las células ES resultaron estar libres de Micoplasma sp. y el cariotipo
arrojo un 50% de euploidia tras un recuento total de 40 metafases. En la figura
siguiente (Fig. 9) se muestran ejemplos de metafases en donde se pueden ver
metafases normales con 20 cromosomas y metafases aberrantes con cromosomas

extranumerarios.

Fig9. Metafases de células ES SF3B1 K700E tefiidas con DAPI. Por orden: metafase normal (40

cromosomas) y metafases aneuploides (44 y 23 cromosomas).

En la generacidn de una quimera de ratdn se busca, generalmente, que dicha quimera
posea una gran contribucién de las células ES. Para aumentar esta contribucién se han
ido desarrollando nuevas técnicas como el Velocimouse y la agregacion/microinyeccion
de embriones tetraploides Ademas, en algunas ocasiones se microinyectan muchas
células con la esperanza de que puedan desplazar a la masa celular interna enddgena
del embridn huésped. Esta ultima aproximacion es peligrosa pues, en estos casos, la
presencia de esas células extra en el embrién rompe el patrén de division normal y se
producen embriones inviables (42-43). Encontrar el numero correcto de células ES que

se deben microinyectar es una cuestién empirica. Ese numero debe ser determinado
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mediante experimentos de microinyeccion y depende del fondo genético del embridn
huésped, del de las células ES e incluso, para una misma linea de células es diferente

dependiendo del subclon microinyectado.

El Dr. Seishi Ogawa tuvo la amabilidad de comunicarnos su creencia de que el estado
indiferenciado de las ES mutadas para SF3B1 que compartia con nosotros no era alto
pues, en su Unidad de Transgénicos, estaban teniendo dificultades para generar

quimeras.

Era objetivo de este trabajo fin de master la produccion de animales quiméricos para
SF3B1. Con la sospecha de que la pluripotencia de las células ES era deficiente nos
decidimos a utilizar una técnica novedosa de microinyeccion basada en la
microinyeccion doble de células ES en dos estadios distintos: primero en mérulas 2,5
dpc y después en blastocistos 3,5 dpc . De esta forma el embridén tendria tiempo de
asumir el aporte de células ES exdgenas mas eficientemente. A esta técnica la hemos

denominado Doubly Injected Embryo (DIE).

Ademas, para conseguir embriones quiméricos con muy alta contribucién de las ES
también hemos empleado un nuevo medio de cultivo para las células ES que contiene
tres inhibidores de diferenciacion (3i). Para testar la contribucién de las células ES
microinyectadas en los ratones quiméricos se empled una evaluacidn por porcentaje

del color del pelo.

Se microinyectaron 50 blastocistos con 16 células ES crecidas en medio 2i y 50
embriones se microinyectaron conl6 células ES crecidas en medio 3i. Se utilizé otro

grupo de 50 blastocistos sin microinyectar como control.

Los embriones fueron transferidos a hembras pseudoprefiadas de la linea CD1 y a los
20 dias se produjeron los partos y sélo se obtuvieron crias del grupo control (10 crias) y
del grupo 3i (5 crias) pero ninguna del grupo 2i. A los 10 dias de edad las crias se
evaluaron para cuantificar a simple vista la contribucion de las ES al pelaje y se

establecié un porcentaje de quimerismo del 80-90%.
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Fig10. Quimeras generadas para SF3B1 K700E de 8 dias de
edad. Puede verse la distinta coloracidn de la piel entre las 3

guimeras centrales y sus 2 hermanos de camada.

Desde un punto de vista fenotipico estas quimeras no se diferencian de otras
generadas por nosotros para otros proyectos y se estan desarrollando con normalidad

(Fig.10)

De esta forma hemos generado ratones quiméricos para la mutacién K700E de SF3B1

que seran caracterizados en estudios posteriores.

Con estas consideraciones en mente hemos explorado estas dos estrategias para la
generacion de OMGs con SF3B1 mutado que cumplan con todos los requisitos para su
uso eficiente en la investigacion traslacional, a saber: mediante el trasplante de
teratomas derivados de ES para generar progenitores hematopoyéticos y mediante la
microinyeccién de ES para la generacién de quimeras. Esta Ultima estrategia cumple

con los siguientes criterios:

En primer lugar, los modelos de ratén que hemos generado tienen el potencial de
representar la enfermedad humana, es decir, el desarrollo del tumor serd impulsado
por las lesiones genéticas clave inducidas en el contexto del tejido diana huésped de
fenotipo salvaje, y creemos que mostrard los estadios clinicos tipicos de la progresién

del tumor en pacientes.

En segundo lugar, la estrategia deberia permitir la rapida generacién de cohortes de

ratén, lo que resulta en una reduccion del coste y del nimero de animales empleados.
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CONCLUSIONES

1.- Hemos tratado de diferenciar in vivo las células ES mutantes para SF3B1 con el fin
de obtener precursores hematopoyéticos que consigan repoblar la médula ésea de
ratones ablacionados. Aunque conseguimos obtener una poblacion de células

precursoras su nimero no fue el adecuado y el trasplante no fue efectivo.

2.- Hemos generado ratones quiméricos a partir de las células ES mutantes para SF3B1
utilizando el medio de cultivo 3i para mantener su pluripotencia y utilizando DIE como
método de microinyeccidn. Estos ratones se desarrollan con normalidad y seran

caracterizados en trabajos posteriores.
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