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1. INTRODUCCION.

1. Modificaciones Postraduccionales.

La compleja fisiologia de las células eucariotas estd regulada
por todo un conjunto de catalizadores biolégicos que son las enzimas.
La actividad de estas enzimas viene determinada por su secuencia,
codificada en el ADN de cada célula, pero también por toda una serie
de mecanismos postranscripcionales y postraduccionales que generan
la enorme diversidad de proteinas necesaria para la modulacién de los

procesos fisioldgicos de la célula.

De los diversos mecanismos reguladores disponibles en la
célula, las modificaciones postraduccionales (PTM) de las proteinas
engloban mas de 200 reacciones descritas hasta ahora (1), y consisten
en la conjugacion covalente de grupos quimicos a residuos de la
cadena de aminoacidos (2), pudiendo ser la naturaleza de las mismas
muy variada. La importancia biolégica y la diversidad de las PTM han
recorrido un largo camino, desde las primeras y clasicas descripciones
de su papel en la regulacién de la actividad enzimética y la
degradacién de proteinas, hasta su implicacion en casi todos los

procesos celulares (3).

La amplia gama de modificaciones postraduccionales
reversibles crea una gran diversidad en la sefalizacion. Algunas
modificaciones como la glicosilacién y la unién de moléculas lipidicas,
son estables e importantes para la maduracién y el correcto
plegamiento de las proteinas recién sintetizadas, mientras que otras
como la fosforilacidn (4), son transitorias y tienen funciones esenciales

en la sefalizacién intracelular. Un hecho importante es que una
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proteina puede ser modificada por méas de un tipo de PTM o de

manera multiple por la misma modificacién en diferentes residuos (3).

1.1. Clasificaciéon y Funcién de las Modificaciones

Postraduccionales.

Las proteinas son estructuras formadas por cadenas de
aminoéacidos ordenados en una secuencia concreta, adoptando una
conformacién tridimensional determinada pero flexible. Las proteinas
pueden ejecutar diversas funciones, desde proporcionar a la célula su
soporte estructural como hacen las proteinas del citoesqueleto, a
favorecer reacciones quimicas como las enzimas, controlar el trafico
intracelular y el flujo de sustancias entre la célula y el exterior, y regular
la expresion de los genes (2). El nimero de genes que codifican
proteinas es muy similar entre los diferentes organismos con una
complejidad variada. De manera que la actividad, estabilidad vy
localizacién subcelular de las proteinas se regulan de una manera muy

precisa a través de las modificaciones postraduccionales (5).

Entre las posibles PTM se incluyen las modificaciones de
pequefios grupos quimicos como los fosfatos, o los grupos acetilo y
metilo, la conjugacion de lipidos y azicares o la uniéon de moléculas
pequefas como la ubiquitina y otras 16 proteinas similares a la
ubiquitina denominadas UBLs (ubiquitin like molecules) (6). La
ubiquitina es el modificador mejor caracterizado y participa en
practicamente todos los aspectos de la homeostasis celular, a través
del sistema ubiquitin-proteosoma (7). Dentro de las UBLs, se
encuentran los miembros de la familia SUMO, implicados en la
regulacion de un gran nimero de procesos biolégicos como la
transcripcién genética, el ciclo celular y la apoptosis entre otros (8); los
miembros de la familia ATG8 y ATG12 que controlan la autofagia (9);
FAT10, ISG15 y FUB1 que actian como reguladores de las respuestas

inmunitarias e inflamatorias (10) (11), URM1 que puede funcionar



regulando el estrés oxidativo y modula la traduccién de proteinas a
través de la tiolacion del ARNt (12), y NEDDS8, una proteina que
desempena un papel fundamental en el crecimiento celular, la
viabilidad y el desarrollo (13) (14).

1.2. Ubiquitinacion.

El descubrimiento del hecho de que las histonas podian ser
modificadas por la proteina ubiquitina a través de enlaces peptidicos
ligados a las lisinas (Lys), marcé una nueva etapa en la sefalizacidn
postraduccional. Hasta ese momento, lo que se sabia era que
pequefas modificaciones quimicas de los aminoacidos, entre las que
se incluian la fosforilacion y la acetilacion, regulaban la funcién de las
proteinas (5). La importancia de las modificaciones postraduccionales
surgié en la década de los 80, cuando los estudios de referencia
relacionaron la ubiquitinacion de los sustratos dependientes de ATP
con su degradacién por el proteosoma, estudios que han dado lugar a

todo lo que se conoce actualmente (15).

La ubiquitinacién regula una gran cantidad de funciones
celulares. La principal es etiquetar proteinas para su posterior
degradaciéon por el proteosoma, regulando de esta manera la
progresion del ciclo celular (16), la inducciéon de la respuesta
inflamatoria (17) y la presentacion de antigenos (18), entre otros (19).
Por otro lado, también se ha descrito que la ubiquitinacién regula otros
procesos que no implican la protedlisis dependiente del sistema
ubiquitin-proteosoma, como la funcién ribosémica (20), las
interacciones entre proteinas, la alteracion de la distribucién subcelular
y la reparacion del ADN, asi como la funcién de ciertos factores de
transcripcién (19). Por estas razones, no es de extranar que la
ubiquitinacion se haya relacionado con practicamente todos los

procesos celulares (21).
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La ubiquitina es un polipéptido formado por 76 aminoécidos,
que cumple funciones esenciales en las células eucariotas a través de
su unién covalente a otras proteinas intracelulares en residuos de
lisina. Este péptido contiene siete residuos de lisina, los cuales pueden
ser ubiquitinados a su vez, dando lugar a cadenas de ubiquitina unidas
a isopéptidos (15), o sufrir otro tipo de modificaciones
postraduccionales, quimicamente diferentes, como la fosforilacién y la
acetilacion (15). La naturaleza de estas ramificaciones genera una
interfaz que es reconocida por diferentes proteinas, lo que determina

el destino final de la proteina (22).

La via de ubiquitinacién se produce a través de la accidén
secuencial de la enzima activadora de ubiquitina (Ub) E1, las enzimas
conjugadoras de Ub denominadas UBC o E2 y las ligasas de Ub
denominadas comunmente E3 (23). El proceso comienza con la
activacién de la ubiquitina libre, mediante la formaciéon de un enlace
tio-éster entre el grupo carboxilo de la misma y la cisteina (Cys)
activada de la proteina E1, de esta forma, se prepara el extremo C-
terminal de la ubiquitina para que se produzca el ataque nucleofilico,
en un proceso dependiente de ATP. A continuacidn, la ubiquitina se
transfiere a la Cys activa de la proteina de conjugacion E2, que
transporta transitoriamente la molécula de ubiquitina activada, vy
finalmente una ligasa E3, encargada de catalizar la ubiquitinacién del
sustrato, transfiere la ubiquitina al residuo de lisina especifico del
sustrato, dando como resultado la formacidon de un enlace entre el
extremo C-terminal de la ubiquitina y el grupo e-amino del residuo de
lisina perteneciente al sustrato (figura 1). Este mecanismo en tres
pasos inicia todas las reacciones de ubiquitinacién que se conocen,
independientemente de si ésta modificacion sefala la degradacion

proteosomal o cualquier otro destino (19) (21).
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Figura 1: Esquema de ubiquitinacion.

Los sustratos pueden sufrir modificaciones por una Uunica
ubiquitina en uno o mas sitios, dando lugar a procesos de
monoubiquitinacién y multi-monoubiquitinacidn respectivamente, o se
pueden etiquetar con cadenas de ubiquitina, dando lugar a poli- o
multiubiquitinacién. La formacién de las cadenas peptidicas puede
ocurrir a través de los siete residuos de Lys internos que contiene la
ubiquitina o en su extremo N-terminal. La mayoria de las evidencias
experimentales concluyen que las cadenas de ubiquitina se construyen
secuencialmente comenzando con el péptido unido al sustrato, pero
también hay algunos articulos que describen que las cadenas se
pueden construir en E2 o E3 y transferirse a los sustratos en bloque
(21), de manera que las cadenas de ubiquitina son una sefal
reconocible por otras proteinas con funciones especificas que se unen
a ellas. También, existen las proteinas deubiquitinasas (DUBs), que son
una familia de enzimas que revierten la adicién de ubiquitina,

rompiendo el enlace peptidico y liberando los péptidos intactos (24).

La ubiquitinacién se produce con elevada especificidad
espacial, temporal y de sustrato, debido a las mas de 600 enzimas E3
que se conocen codificadas por el genoma de los mamiferos (25),
mientras que se estima que codifica 2 importantes enzimas E1 vy
aproximadamente unas 30 enzimas E2, que contienen un nucleo
catalitico formado por unos 160 aminoacidos. Ademas de la

especificidad y complejidad celular, las E3 representan una
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superfamilia mucho méas grande y diversa, que cumple una serie de
condiciones fisiopatoldgicas que las convierten en interesantes
objetivos farmacoldgicos (26). Se conocen principalmente 2 grupos de
enzimas ligasas de ubiquitina (E3), que tienen en comun la capacidad
de unir un sustrato con una E2 especifica, regulando diferentes
procesos celulares al mediar la ubiquitinacion de proteinas de maneras
funcionalmente distintas, conocidos como HECT-E3 y RING-E3, que

difieren en la forma de transferencia de la ubiquitina al sustrato (27).

1.2.1. HECT-E3 ubiquitin ligasas.

Las ligasas de ubiquitina HECT-E3 son el grupo minoritario de
ligasas E3, y se caracterizan por tener importantes funciones en el
transporte de proteinas, la respuesta inmune y en diversas rutas de
sefalizacién que regulan el crecimiento y la proliferacion celular. En

mamiferos se han descrito unas 30 proteinas HECT-E3 (21).

La mayoria de las ligasas E3 de este tipo contienen un dominio
HECT catalitico conservado, formado por 350 aminoacidos, que se
localiza en el extremo C-terminal de estas enzimas y se describid por
primera vez en el virus del papiloma humano. Este dominio esta
formado por dos Iébulos, el l6bulo C que se sitia en el extremo C-
terminal de la proteina y es donde se encuentra la cisteina (Cys) que
forma los complejos tioéster con la ubiquitina, y el [ébulo N en la
region N-terminal donde se une la enzima E2 (28). Este dominio es el

que presenta la actividad de ubiquitina ligasa (figura 2).

Las HECT-E3 ubiquitina ligasas pueden presentar uno o mas
dominios de interaccidon de tipo proteina-proteina o proteina-lipido,
situados hacia el extremo amino de las proteinas. Pueden dividirse en
tres grupos: la familia Nedd4, la familia HERC y otros HECT (27). Los
miembros de la familia Nedd4 contienen un dominio denominado C2

en el extremo N-terminal, que se une a los fosfolipidos, mediando la



orientacién intracelular a la membrana plasmética. Pueden unirse
también a otro tipo de proteinas especificas como la anexina (29) (30).
Ademas contienen entre dos y cuatro dominios WW y el dominio HECT
en el extremo C-terminal. La familia HERC posee uno o varios dominios
denominados RLD (dominios homdlogos al regulador de la
condensacion de la cromatina RCC1) y el dominio HECT (31). Y por
altimo, otras familias HECT que incluyen proteinas que pueden

contener varios dominios.

Figura 2: Estructura de las ligasas de ubiquitina HECT-E3. Estas enzimas contienen
un residuo de Cys catalitico conservado que actla como un aceptor de ubiquitina de
las enzimas E2. Posteriormente, la ubiquitina se transfiere a un residuo de Lys

especifico del sustrato. Modificado de (27).

1.2.2. RING-E3 ubiquitin ligasas.

Las ligasas de ubiquitina RING-E3 son el subgrupo mas grande
de ubiquitin ligasas, implicadas en gran medida en los procesos de
apoptosis y en el correcto funcionamiento del ciclo celular. Su
estructura es multimérica y estd formada por un dominio RING, que
coordina Zn2- a través de residuos de cisteina e histidina

especificamente espaciados, que se une al E2 determinado (32).
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A diferencia del dominio HECT, RING no forma un intermedio
catalitico con la ubiquitina, sino que actia como un andamio entre la
enzima E2 y el sustrato, facilitando asi la interaccién entre ambos, la
transferencia de la ubiquitina y por lo tanto la ubiquitinacién del

sustrato (21) (figura 3).

Figura 3: Estructura de las ligasas de ubiquitina RING-E3. Enzimas que actlan

como andamio facilitando la interaccion entre la E2 y el sustrato. Modificado de (27).

Los miembros de esta familia pueden formar mondmeros,
dimeros o complejos multiproteicos (figura 4). La dimerizacién puede
dar lugar a homodimeros como BIRC2, un inhibidor celular de la
apoptosis, y TRAF2, un factor de transcripcion asociado al receptor
TNFa, o heterodimeros como MDM2, un importante regulador
negativo del supresor tumoral p53, y BRCA1, gen supresor de tumores
(33). Dentro de los complejos de multiples subunidades se encuentra
el complejo FANCcore, una ligasa E3 multiproteica que contiene la
ligasa E3-RING denominada FANCL encargada de la
monoubiquitinacién de los sustratos FANCD2 y FANCI, en
colaboracién con la enzima E2 de conjugacién UBE2T (34) (35) (36).
Igualmente se encuentra la superfamilia de ligasas E3-Cullin-RING
(CRL), que media la ubiquitinacion de muchas proteinas diana,

regulando asi una amplia gama de procesos celulares (37).



Ligasa monomérica Ligasa dimérica
RING RING

Ligasa multiproteica
RING SCF

Figura 4: Diferentes tipos de
estructuras que pueden presentar las
ligasas de ubiquitina RING-E3. Grupo
de enzimas E3 que pueden formar
desde mondémeros o dimeros hasta
grandes complejos multiproteicos.
Modificado de (21).

1.2.2.1. E3-CULLIN-RING ligasas (CRLs).

Los complejos Cullin-RING engloban la clase de ligasas de
ubiquitina RING-E3 mas grande que se conoce. Debido a la gran
diversidad de subunidades receptor-sustrato que pueden formar, es
posible que existan cientos de ligasas E3-Cullin-RING diferentes en las
células eucariotas, lo que establece que estas enzimas sean
mediadores clave en la regulacién postraduccional de las proteinas
(38)(39)(37).
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Aunque existe una gran diversidad de CRL en términos de su
composicion y funcién, es posible caracterizarlas por una serie de
factores generales. Las ligasas Cullin-RING (figura 5) son unos
complejos modulares formados 3 proteinas: una de las diferentes
isoformas de la proteina Cullina, junto con la proteina RING-BOX 'y una
variedad de adaptadores que reconocen y aportan sustratos

adecuados para la ubiquitinacién (24).

Proteina
adaptadora

Figura 5: Diagrama de una ligasa de ubiquitina E3-Cullin-RING. Las CRL presentan
una estructura tridimensional formada por diferentes proteinas, una isoforma de CUL
(CUL-1), la proteina RING-BOX (RBX1) y los adaptadores que reconocen los sustratos.
La letra "K" que se encuentra en el sustrato representa el sitio aceptor de ubiquitina,
mientras que la “K” que se encuentra en la CUL-1 es el sitio aceptor de NEDD8. La “C”
que se localiza en la enzima E2 de conjugacién de ubiquitina representa la localizacién

de la Cys del sitio activo que se une a ubiquitina. Modificado de (24).

En los seres humanos, la familia de las cullinas esté formada por
7 isoformas: CUL-1, CUL-2, CUL-3, CUL-4A, CUL-4B, CUL-5, CUL-7 y al
menos otras dos proteinas como APC2, subunidad del complejo APC/
C promotor de la anafase y la proteina de anclaje citoplasmética PARC

(CUL-9) (37) (24). Estas dos ultimas proteinas, contienen un dominio



homodlogo a las cullinas, y aunque poseen actividad de ubiquitina-

ligasa, son claramente diferentes a las otras cullinas (40) (41).

Las cullinas son proteinas de tipo scaf-fold para las ligasas E3 de
ubiquitina Cullin-RING, con una arquitectura rigida y extendida, que
controlan la ubiquitinacion y la degradacién proteosomal de proteinas
que estan implicadas en la regulacion del ciclo celular, la regulacién
transcripcional y la transduccion de senales (13) (42). Una caracteristica
importante de los CRL es que cada cullina puede unirse a numerosos
receptores de sustrato, formandose por lo tanto ligasas E3 con un
nucleo comun pero capaces de reclutar diferentes proteinas. El nicleo
catalitico comun de las CRL consiste en una proteina RING y un
miembro de la familia de las cullinas, de manera que la proteina RING
se une al dominio de homologia C-terminal de la cullina, préximo a un
residuo de lisina conservado que se conjuga con NEDDS8. La
subunidad RING de las enzimas CRL actia como el sitio de
acoplamiento para las enzimas conjugadoras E2. Por otro lado, el
dominio N-terminal de la cullina, que presenta una estructura similar
entre todos los posibles miembros, tiene como funcién la interacciéon
con las proteinas adaptadoras especificas, a las que se unen los
receptores de sustrato (figura 5). Los receptores generalmente
contienen un dominio N-terminal que se une al adaptador, y una
region C-terminal que se une a la proteina (37). Los receptores de

cullina marcan la especificidad del sustrato (43).

Las CRL que contienen CUL1T se denominan ligasas de
ubiquitina SCF (SKP1-Cullin-F-Box), y reclutan sustratos a través de la
proteina adaptadora SKP1 y el receptor de sustrato F-box (44),
mientras que las otras CRL tienen composiciones diferentes y se les
conoce con varios nombres. Las CRL de tipo 2 estdn formadas por
CUL2 y CULS5 y reclutan sustratos a través de la proteina adaptadora
Elongina C (45) y el receptor de sustrato SOCS. Los CRL de tipo 3

formados por CUL3, reclutan sustratos a través de proteinas
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adaptadoras que contienen dominio BTB (46) (47). Y por ultimo, las
CRL de tipo 4 formadas por CUL4, que pueden reclutar sustratos a
través de proteinas adaptadoras que se unen a la proteina de unién al
dafio en el ADN DDB1 (48) (figura 6).

A
Especificidad Especificidad
del sustrato
del sustrato
Zona
catalitica Zona
catalitica
D
¢ Especificidad
Especificidad del sustrato
del sustrato
NEDD8
Zona Zona

catalitica catalitica

Figura 6: Diferentes estructuras CRL en funcién del tipo de CUL que forma el
nucleo catalitico junto con la proteina RING. El andlisis estructural de la CUL-1 reveld
que este tipo de proteinas tienen una forma alargada, con la proteina RING unida al
extremo C-terminal, cerca del residuo de Lys conservado que se conjuga con el
péptido NEDDS8. En el extremo N-terminal de las proteinas CUL se encuentra la regién
que interactla con las proteinas adaptadoras especificas, donde se unen los diferentes
receptores de sustrato. Los receptores de sustrato contienen el extremo N-terminal
que se une a la proteina adaptadora, y el C-terminal que se une al sustrato. (A) CRL tipo
1, CUL-1 o proteinas SKP1. (B) CRL tipo 2, CUL-2 y CUL-5. (C) CRL tipo 3, CUL-3. (D) CRL
tipo 4, CUL-4. Modificado de (37).



El nimero de posibles proteinas sustrato para los CRL es del
orden de cientos, entre los que se incluyen el inhibidor del factor
nuclear kB (IkBa), los inhibidores de quinasas dependiente de ciclinas,
y el factor de transcripcion NFR2 involucrado en la respuesta al estrés
oxidativo, entre otros (13) (49). La degradacion de los sustratos
mediada por este grupo de enzimas, controla una amplia gama de
procesos celulares, incluida la proliferacién y diferenciacién celular, asi
como la apoptosis (43). Por otro lado, la desregulacién de esta familia
de proteinas contribuye a la oncogénesis, que puede ser producida
por la degradacién excesiva de supresores tumorales o a través de la

acumulacién de oncoproteinas.

La cullina de esta familia de ligasas CRL necesita estar activada
por NEDD8 para llevar a cabo su funcién, a excepcion de APC2 y
CUL-7 (13). Activar esta superfamilia de ligasas se convirtié en la
principal caracteristica del péptido NEDDS8, ya que las cullinas son los
sustratos mejor caracterizados para la neddilacién, aunque con los
afios se han ido descubriendo y describiendo varias funciones

biolégicas en las que NEDD8 podria tener una gran importancia (12).

1.3. Neddilacién.

El péptido similar a la ubiquitina NEDD8 es una proteina
conservada de 81 aminoéacidos, predominantemente nuclear, que se
descubrié como uno de los diez genes regulados negativamente en el
cerebro de los ratones durante el desarrollo, mientras que en los
tejidos adultos, la expresion se observa principalmente en el corazén y
musculo esquelético (14). Esta pequefa proteina desempefia un papel

importante en la regulacién de la proliferacion y desarrollo celular (50).

Dentro de la familia de las UBLs, NEDD8 es el que presenta
mayor homologia (80%) e identidad (60%) con la ubiquitina, pero

posee una via de conjugacién a proteinas sustrato diferente (13). A
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pesar de esa homologia, la ubiquitina y NEDD8 tienen funciones no
intercambiables en las células (12). Ya se ha descrito que NEDDS8 y las
enzimas de neddilacién se encuentran altamente expresadas en los
cénceres humanos (51) (52) (53) (54) (55).

La estructura global de NEDDS8 se puede dividir en dos partes,
una cola C-terminal y un dominio globular de ubiquitina (UFD). La cola
es flexible en disolucién, y puede adoptar diferentes conformaciones
al interaccionar con las enzimas de neddilaciéon y de-neddilacién
denominadas DUBs (56). Al igual que la ubiquitina, el péptido NEDD8
conjugado a una proteina termina con una secuencia de diGly (57),
que es la que queda covalentemente unida a la lisina diana de
neddilacién, mediante la formacién de un enlace isopeptidico entre el
grupo carboxilo terminal de NEDDS8 y el grupo e-amino de un residuo
de lisina del sustrato (12) (58).

La neddilacion es una modificacién postraduccional que
conjuga covalentemente, de manera reversible, una molécula de
NEDDS8 a un residuo de lisina de la proteina sustrato (14) (figura 7).
Este proceso tiene su propio conjunto de enzimas para garantizar una
ruta de conjugacién distinta a la ubiquitina (42). El proceso de
neddilacién consiste en una cascada multienziméatica en la que
participan tres enzimas denominadas E1, E2 y E3 especificas de la ruta.
El proceso comienza con la activacion del extremo C-terminal de
NEDDS8, que contiene el resto de diGly y que serd atacado
posteriormente por la cisteina catalitica de la enzima E1 activadora
denominada NAE (12). NAE es un heterodimero formado por la
proteina de unién a la proteina precursora amiloide (APP-BP1) y la
proteina UBA3 (59) (60). Para que NEDD8 pueda conjugarse con las
proteinas diana, es necesario que se produzca la escision de su
extremo C-terminal, algo que lleva a cabo principalmente la hidrolasa
C-terminal de ubiquitina denominada UCH-L3, entre otras (61).
Aunque NAE es la Unica enzima E1 especifica para NEDDS8, hay



estudios que describen que la enzima de ubiquitina E1, UBE1, puede
activar NEDD8 in vitro, con una eficacia bastante menor en
comparacion con la ubiquitina (62), pero que puede ser determinante

en situaciones de estrés proteotdxico (63).

Hay dos enzimas E2 especificas de conjugacion de NEDD8
denominadas UBE2M (UBEC12) y UBE2F. Ambas pueden unirse a
NAE-NEDDS catalizando una reaccién de trans-tiolacién, que implica la
transferencia de NEDD8 desde la cisteina activa de NAE a la Cys activa
de E2 (64).

La mayoria de las ligasas E3 de neddilacién descritas hasta
ahora pertenecen a la familia RING. Las mas estudiadas son las
subunidades del dominio RING-BOX: RBX1 y su homdlogo RBX2,
asociado a las cullinas. También se encuentran MDM2 (el regulador
negativo de p53) y DCN1 entre otras (13). Estas ligasas, catalizan la
transferencia de NEDDS8 desde la cisteina del sitio activo de E2, hasta la

lisina o extremo N-terminal de la proteina diana (65) (66) (67).

NEDD8

NEDD8
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0 ‘DENEDDILACIO'N
ATP
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AMP NEDD8
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Figura 7: Esquema de Neddilacién.

Varios estudios han demostrado que la via de neddilacion
responde a diferentes estimulos, como el estrés celular y oxidativo, el
choque térmico y la inhibicion del proteosoma. Aunque el principal

papel que tiene NEDDS8 en la homeostasis celular es la degradaciéon de
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proteinas a través de la regulacién de las Cullin-RING ligasas (CRL) (42)
(62): Modificando covalentemente las cullinas, NEDD8 activa las ligasas
E3 de las CRL, promoviendo la ubiquitinaciéon y la degradacién
proteosomal de sus principales dianas (68). EI mecanismo que
describe la modificacion de las cullinas con el péptido NEDD8 es muy
especifico, y se basa en la accién coordinada de NEDDS, junto con las
ligasas E3, RBX1/DCN1, y el correspondiente sustrato (69). Una via de
neddilacién muy activa conduce a una neddilacién elevada de las
cullinas, promoviendo la degradacién de proteinas relacionadas con el

crecimiento tumoral como p21y p27 (70) (71).

Ademas de las cullinas, varios estudios han identificado otras
proteinas posiblemente neddiladas susceptibles de poder ser
importantes dianas terapéuticas (13), como son los supresores de
tumores p53 y su homdlogo TAp73B (72), el receptor del factor de
crecimiento epidérmico EGFR, la proteina asociada al cdncer de mama
BRCA3y la proteina precursora amiloide APP (73) (74).

Las UBLs pueden formar cadenas en sus sustratos uniéndose
primero a una proteina diana y luego a si mismas, actuando como un
aceptor para una nueva modificacién adicional. La mayoria de los
sustratos de NEDD8 se encuentran principalmente mono-neddilados
en uno o varios residuos de lisina, sin embargo, las cullinas pueden
estar hiper-neddiladas en multiples residuos (12). Por lo tanto, la
determinacién del mecanismo de formacién de las cadenas y su

fisiologia son importantes lineas de investigacion.

1.3.1. Enzimas deubiquitinasas DUBs.

El proceso de conjugacién de las vias de ubiquitina y las UBLs
se puede revertir a través de la acciéon de enzimas deubiquitinasas
(DUBs). Estas proteasas liberan las modificaciones de los sustratos

mediante la ruptura de los enlaces peptidicos unidos a lisina. Las DUBs



se han clasificado en cuatro familias: las hidrolasas del extremo C-
terminal de ubiquitina (UCH), que muestran especificidad por los
aductos de ubiquitina pequenos; la familia de proteasas especificas de
ubiquitina (USP), que eliminan la ubiquitina de las proteinas plegadas;
la familia de proteasas de tipo ubiquitina (ULP), que muestran
especificidad hacia los conjugados SUMO vy las isopepetidasas JAMM,
que comprenden una familia de metaloproteasas dependientes de
zinc (56).

De la misma manera, la neddilaciéon también es reversible a
través de la accion de proteasas que desconjugan el péptido NEDD8
de los sustratos, lo que apoya la funcién reguladora de esta

modificacidn.

Entre las enzimas de-neddilantes podemos encontrar COP9
signalosoma, una metaloproteasa dependiente de zinc compuesta por
ocho subunidades, que promueve la de-neddilacién de las cullinas (13)
(75) (76). Una segunda proteasa denominada DEN1 (NEDP1) posee
una alta homologia con la familia de proteasas ULP. Sin embargo,
trabajos recientes han demostrado que no reconoce los conjugados
SUMO como sustratos (56), mientras que si muestra una alta
especificidad para NEDDS8, pudiendo desconjugar el péptido de
algunos sustratos proteicos, pero no de las cullinas, el sustrato mejor
caracterizado de neddilacién (12). Por otro lado, esta enzima también
puede actuar como una hidrolasa del extremo C-terminal de NEDDS,
al igual que UCH-L3, generando asi su forma funcional para la

conjugacién a las cullinas (50).
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1.3.2. Inhibidores de Neddilacion.

Las vias de conjugacion de la ubiquitina, NEDDS8 vy el resto de
UBLs forman parte de un gran nimero de procesos biolégicos, y por
esa razdn se han relacionado con muchas enfermedades, incluido el
cancer (77)(78).

A partir de los buenos resultados obtenidos en clinica
bloqueando la degradacién proteica, como ocurre con el farmaco
Bortezomib, un inhibidor del proteosoma que se utiliza para el
tratamiento del mieloma multiple (79) (80) y el linfoma de células del
manto (81), se planted la posibilidad de inhibir la via de neddilacidn, ya
que el etiquetado con el péptido NEDD8 promueve la degradacion de

proteinas mediante la activacién de las CRL (53) (52).

Los componentes de las CRL estdn sobreexpresados en varios
tipos de cancer (82). CUL-1 se encuentra mutada hasta en el 30% de
algunas leucemias (83). Los niveles de CUL-3 y CUL-4A estan asociados
con la progresion tumoral en cédncer de mama (84). También se ha
observado un aumento en los niveles de ARNm de CUL-7 en el
carcinoma de pulmén, asi como variaciones en otras proteinas
relacionadas con el crecimiento celular, las vias de supervivencia, la
actividad transcripcional y la apoptosis. Estos datos demuestran que
existe una gran relacion entre la actividad de las CRL y la

tumorogénesis (85).

La enzima NAE participa en funciones importantes de las
células, como la division celular, por lo que es posible que bloquear su
actividad ayude a evitar el crecimiento de células cancerosas (86). Se
ha desarrollado un inhibidor potente y selectivo de NAE, y por lo tanto
de la via de neddilacién, denominado MLN4924 (pevonedistat) (87). El
empleo de MLN4924 en el tratamiento de diversas patologias, tanto

hematolégicas como de tumor sélido (88), ha mostrado una



prometedora actividad antitumoral, induciendo apoptosis “in vitro” e
"in vivo" (89). Este inhibidor se encuentra actualmente en ensayos
clinicos para el tratamiento del cancer (90). Varios estudios realizados
“in vitro”, han mostrado una actividad antitumoral sinérgica del
MLN4924, en combinacién con quimioterdpicos alquilantes y radiacidon

jonizante (85), asi como ibrutinib e idelalisib (91).

El MLN4924 esté relacionado estructuralmente con el AMP, de
manera que compite con él por el sitio activo de uniéon a NAE. El
mecanismo de inhibicion se basa en la formacién de un aducto
covalente con NEDD8, NEDD8-MLN4924 (60). Este aducto resultante
no puede unirse a la E2 correspondiente, de manera que bloquea la
conjugacién de NEDD8 y por lo tanto inhibe la ruta (86). La inhibicion
de la neddilacién mediante MLN4924 da como resultado la
acumulacion de proteinas diana de CRL, como por ejemplo la forma
fosforilada de IkBa (92) (93), y en consecuencia la disminucién de la
actividad NF-kB (87).

Primeramente, el tratamiento de células tumorales con
MLN4924 conduce a una rapida disminucién de la neddilacion de las
cullinas, aumentando la acumulacidon de varias de sus dianas (87). El
principal efecto que se observa es una detencién inicial de células en
la fase S, debido a la continua replicaciéon en ausencia de mitosis. Esto
es debido principalmente a la acumulacién de CDT1, un factor de
replicacion cuya degradacién estd mediada por las CRL (94) (95). La
falta de degradacion de CDT1, provoca respuesta al dafio en el ADN, y
por lo tanto, apoptosis (96). Pero la apoptosis no es la Unica respuesta
a los efectos supresores del crecimiento celular mediados por
MLN4924. Se han observado varios efectos producidos por este
inhibidor de la neddilacién, como es la activacion de la autofagia (97)
(98), la degradacién lisosomal, inhibicién de la angiogénesis tumoral
(99) y la tumorogénesis, debido a la acumulacién de p27 (inhibidor del
ciclo celular) (100), o la inhibicién de vias como NF-kB o mTOR (101)
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(88) (102). Por otro lado, se ha descrito que el MLN4924 estabiliza
proteinas como NRF2, factor de transcripcion que controla la induccién

de genes antioxidantes, cuya degradacion estd mediada por CUL-3

(103).

Se han descrito también objetivos de NEDDS8 diferentes a las
cullinas, de manera que la inhibicion de la via de neddilacién afecta a
la funcidn de reguladores del ciclo celular, supresores tumorales como
p53 (65), rutas de supervivencia como NF-kB (104), entre otros. Todos
estos datos indican que NEDDS8 tiene un papel importante en la

regulacion transcripcional (42).

Con todos estos datos, se ha demostrado que el MLN4924 es
eficaz para reducir el crecimiento tumoral e inducir la apoptosis en una

gran variedad de células tumorales (89) (105).



2. Aspectos Clinicos de la Leucemia Linfatica Crénica.
2.1. Caracteristicas Generales.

La Leucemia linfética crénica (LLC) es una enfermedad maligna
de células B con una marcada heterogeneidad clinica y biolégica. Es la
neoplasia hematolégica mas frecuente en adultos en los paises
occidentales, con una incidencia alrededor de 4-5 pacientes por cada
100,000 habitantes por afo (106). Presenta una prevalencia
ligeramente superior en hombres frente a mujeres (107). La edad
media de diagndstico es de 65 afnos, mientras que un diagndstico
antes de los 40 es excepcional y no se han descrito casos durante la
infancia (107).

La LLC se caracteriza por la acumulacién de linfocitos B
maduros en la sangre periférica, la médula dsea y los 6rganos linfoides,
dando como resultado linfocitosis, linfoadenopatias y esplenomegalia
(108). Estos linfocitos, se caracterizan por la coexpresién de CD5, CD19
y CD23, y presentan una menor expresion de CD20 y CD79b que los
linfocitos B normales (109). Expresan también niveles bajos de

inmunoglubulinas de superficie.
2.2. Progresioén Clinica - Estratificacion del riesgo.

El curso clinico de la LLC es muy heterogéneo. Hay pacientes
que sobreviven durante muchos afos sin la necesidad de una terapia,
permaneciendo en un estado asintomético y completamente activos
durante décadas, mientras que otros padecen una enfermedad mas
agresiva que progresa rapidamente, a pesar de recibir tratamiento
(110). Los antiguos sistemas de Rai (111) y Binet (112) siguen estando
vigentes y permiten clasificar a los pacientes segun parédmetros clinicos

y analiticos. El sistema de Rai distingue 5 estadios en funcién del riesgo
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(0-1V, de menor a mayor riesgo), teniendo en cuenta los pardmetros de
linfocitosis, anemia, trombocitopenia y presencia o no de
linfoadenopatias, hepato y/o esplenomegalia. Por otro lado, el sistema
de Binet distingue 3 estadios clinicos (A, B y C, de menor a mayor
riesgo), segun el nimero de 4éreas linfoides afectadas, y la presencia o

no de anemia y/o trombocitopenia (112).

Estos sistemas suelen emplearse de forma integrada, dando
lugar asi a un sistema simplificado de estadificacién del riesgo que
permite clasificar a los pacientes en tres grupos: riesgo bajo,
intermedio y alto. A pesar de que estos sistemas de estadificacién se
utilizan en la actualidad, presentan algunas deficiencias, ya que no se
pueden utilizar para predecir el riesgo individual de progresién de la
enfermedad y la supervivencia en las etapas tempranas (113), por lo
que es necesario completar estos estudios con la determinacion de

otros marcadores prondstico.

2.3. Marcadores pronéstico - Estadio Clinico al diagnéstico.

Los principales factores prondstico que se emplean en la clinica
actualmente para identificar los pacientes que requieren de una
terapia relativamente temprana, se describen a continuacién. Entre
ellos se incluyen caracteristicas clinicas, genéticas, moleculares vy

bioquimicas de las células de LLC..
2.3.1. Edad, expresion de B2-microglobulina.
La Edad superior a 65 anos y el sexo masculino son pardmetros

que se asocian con un peor prondstico, asi como los niveles séricos

elevados de 2-microglobulina (114).



2.3.2. Estado mutacional de los genes IGHV.

La LLC se puede dividir en dos subtipos, que difieren
principalmente en su comportamiento clinico. Estos subconjuntos
dependen del estado mutacional de los genes codificantes de las
regiones variables de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
(genes IGHV), es decir, de si las células LLC presentan el IGHV mutado
(M-LLC) o0 no mutado (U-LLC) (115).

En la LLC, estos genes pueden acumular mutaciones como
consecuencia de la hipermutacion somatica o programada, que tiene
lugar en el centro germinal y que puede modificar la afinidad del
receptor de célula B (BCR) para los antigenos. Estas mutaciones se
detectan comparando las secuencias de ADN de los genes en las
células B, con genes relacionados en la linea germinal. Una secuencia
que se diferencia en un 2% o mas se define como mutada (110). Las
células B-LLC que tienen el IGHV no mutado se originan a partir de
células B CD5+ antes de experimentar hipermutacion somatica,
mientras que las células B-LLC que presentan el IGHV mutado,
probablemente se originen a partir de las células B CD5+ que han

pasado y se han diferenciado en el centro germinal (108).

La prevalencia de genes IGHV mutados es mayor entre los
pacientes que se encuentran en una etapa clinica temprana vy
asintomética, con deleciones cromosdmicas 13q14 y sin alteraciones
de TP53, por lo que no requieren de tratamiento y tienen una
supervivencia mayor (116). Por otro lado, la prevalencia de genes no
mutados es mayor entre los pacientes que padecen una enfermedad
en progresion, con caracteristicas citogenéticas desfavorables y por lo
tanto mas agresiva (117) (116). La evaluacién del estado de mutacidn
del gen IGHV es complicada, pero en general es un pardmetro que se
correlaciona bastante bien con la gravedad de la enfermedad y la

supervivencia general, permaneciendo relativamente constante en el
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curso de la patologia, a pesar de los tratamientos y otros posibles

cambios clinicos (118).

2.3.3. Expresion de ZAP-70 y CD38.

A la hora de clasificar la LLC en categorias, también se tiene en
cuenta la expresion del marcador especifico de superficie CD38 vy
ZAP-70 mediante citometria de flujo. CD38 es una proteina
transmembrana que media sefales de proliferacion y supervivencia en
las células de la LLC (119). ZAP-70 es un miembro de la familia de
proteinas de la Tirosin quinasa SYK, que se expresa normalmente en
las células T, en las células NK (“Natural Killer") y en un subgrupo de
células B-LLC (116).

Los pacientes con células B-LLC que expresan niveles elevados
de CD38 o ZAP70 tienen un curso de la enfermedad mas agresivo, con
un periodo libre de progresién y supervivencia mas corto (118). La
expresién de ZAP-70 es un marcador subrogado del estado mutacional
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas y se mantiene estable
durante la evolucion de la enfermedad. Por el contrario, la expresion
de CD38 es variable a lo largo de la enfermedad (120) (110).

2.3.4. Anomalias citogenéticas.

Las alteraciones cromosdmicas mas comunes en LLC son: la
delecion en el brazo largo del cromosoma 13, del13g14 (donde se
incluyen miR-15a, miR-16-1), la delecion en el brazo largo del
cromosoma 11, del11g23 (en el que reside el locus de ATM), la
delecién en el brazo corto del cromosoma 17, del17p13 (en el que
reside el locus de TP53) y la trisomia en el cromosoma 12. El anélisis de
hibridacién in situ (FISH) ha demostrado que aproximadamente el 80%
de los pacientes con LLC presentan al menos una de las cuatro

anomalias mas frecuentemente descritas (113) (121).



La pérdida de hetero y/o homocigosidad en el cromosoma
13914 estéd presente en mas del 50% de los casos, constituyendo la
aberracién citogenética mas frecuente en la LLC. En esta regidn
eliminada, se localiza un grupo de dos genes de miARN denominados
miR-15a y miR-16-1. La expresién de estos genes se correlaciona
inversamente con la expresion de Bcl-2 y Mcl-1, que codifican
proteinas antiapoptdticas que se encuentran sobreexpresadas en la
LLC (121) (122). Los pacientes con del 13q14 como Unica anomalia,

poseen tiempos de supervivencia mas largos (113).

La delecién 11923 es la segunda alteracion mas frecuente,
presente aproximadamente en el 18% de los pacientes y estad asociada
al gen ATM. Este gen codifica la proteina ATM (serina/treonina
quinasa), que estd implicada en la reparacion del ADN (108). Tanto
TP53 como ATM son genes que regulan la apoptosis y proporcionan

resistencia a la quimioterapia (110).

La trisomia del cromosoma 12 estd presente en el 16% de los

pacientes y se asocia con un pronéstico intermedio (108).

La delecién 17p13 esté presente en aproximadamente el 7% de
los pacientes y se asocia con la pérdida del gen supresor de tumores
TP53. Esta mutacion representa la forma mas frecuente de inactivacién
del gen TP53, y va acompafada a menudo de la pérdida de
funcionalidad del segundo alelo (117). Es una de las alteraciones

relacionadas con peor prondstico junto con la del 11923 (121).

2.3.5. Mutaciones recurrentes en los genes TP53, ATM, NOTCH,
SF3B1, BIRC3.

La llegada de la secuenciacion masiva ha ayudado a tratar de

entender un poco mejor las alteraciones moleculares que dan lugar a
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la heterogeneidad genética de la enfermedad (123) (124). Varios
investigadores han observado mutaciones sométicas en los genes
TP53 y ATM, implicados en procesos como el dano en el ADN; SF3B1,
relacionado con el procesamiento de ARNm (125); ZMYM3, gen
implicado en la remodelacion de la cromatina; NOTCH?1, de la ruta de
sefalizacién de Notch (126) (127); BIRC3, gen que codifica un
miembro de la familia de proteinas IAP que inhibe la apoptosis, y en

vias inflamatorias como MYD88, entre otros (108).

2.4. Diagnostico.

2.4.1. Generalidades Fisiolégicas / Fisiologia.

La LLC puede tener manifestaciones clinicas muy variadas. En la
actualidad, la mayoria de los pacientes se encuentran asintomaticos y
la enfermedad se diagnostica tras la deteccién de linfocitosis en un
hemograma de rutina. Sin embargo, a lo largo de la evolucién de la
enfermedad, y algunos pacientes en el momento diagndstico, pueden
aparecer sintomas como la pérdida de peso, fatiga, sudoracién
nocturna o derivados del aumento de la frecuencia de infecciones,
entre otros. Asimismo, pueden presentar adenomegalias y dolor
abdominal secundario a la presencia de hepato y/o esplenomegalia
(108).

2.4.2. Inmunofenotipo.

El diagndstico de LLC se realiza tras detectarse en sangre
periférica 25,000 linfocitos clonales por pl, identificados por anélisis
citométricos. Estas células tipicamente presentan una elevada
expresion del antigeno de células T CD5 y los antigenos de superficie
de células B CD19 y CD23, mientras que los niveles de expresién de
CD20 son bajos (128) (129).



2.4.3. Caracteristicas Morfolégicas / Morfologia.

Para determinar las caracteristicas morfoldgicas de estas
células, se analizan los frotis de sangre, observandose que las células
leucémicas son linfocitos maduros y pequefos, con un estrecho
citoplasma y un nucleo denso que carece de nucleolos discernibles,
con una cromatina parcialmente agregada (130). Estos linfocitos tienen
tendencia a romperse cuando se realiza la extensién sanguinea en el
portaobjetos, formandose las denominadas sombras de Gumprecht.

Este hecho refleja la gran fragilidad que presentan estas células (108).

También se pueden realizar otros estudios secundarios como la
biopsia de médula, para ver el tipo de infiltracion linfocitica, y la
biopsia de ganglio linfatico como parte de la evaluacion clinica,
aunque estas pruebas no son necesarias para establecer un

diagndstico de la LLC.

2.5. Tratamiento.

La LLC sigue siendo una enfermedad incurable sin un trasplante
alogénico de células madre, sin embargo, los tratamientos han
mejorado mucho con la aparicién de nuevos agentes terapéuticos
(131). Para establecer nuevas terapias en el tratamiento de esta
enfermedad, es necesario conocer el proceso mediante el cual una
célula normal se transforma en patoldgica, y la susceptibilidad que
presentan a las terapias actuales (132). Los regimenes para los
pacientes de LLC que se han empleado hasta la actualidad incluyen la
quimioterapia, la combinacion de quimioterapia e inmunoterapia y
mas recientemente farmacos dirigidos a algunas rutas de sefalizacion,
como los inhibidores del receptor de célula B (BCR) y los inhibidores
de Bcl-2, bloqueando asi la proliferacion y la supervivencia de las
células B-LLC (108) (figura 8).
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2.5.1. Quimioterapia.

La quimioterapia ha sido la principal terapia en los ultimos 50
afos. El empleo de la quimioterapia convencional para el tratamiento
de la LLC se basé durante muchos afios en la utilizacién de agentes
alquilantes como el clorambucil, ciclofosfamida combinados en

muchas ocasiones con corticoides (133) (134) (135).

La llegada de los andlogos de purina como la fludarabina,
cladribina y pentostatina o el hibrido, bendamustina, que poseen
mecanismos de accidon como la induccién de la apoptosis, fueron un
gran avance en el tratamiento de la LLC, tanto en pacientes tratados
previamente como en pacientes refractarios (136) o en recaida (137),
incluso para el tratamiento de otros trastornos linfoproliferativos de
bajo grado (138). Principalmente el empleo de fludarabina mejord los
resultados obtenidos con los regimenes clasicos (139). Desde ese
momento, la fludarabina se consideré un componente bésico en la
elaboracién de nuevos esquemas de tratamiento en combinacién con
agentes alquilantes (140). La quimioterapia de combinacidn
ciclofosfamida / fludarabina en primera linea, mostré mejores
resultados en cuanto a la tasa de remision completa y una

supervivencia libre de progresién mas larga (141) (142).

2.5.2. Quimioinmunoterapia.

La adicion de los anticuerpos monoclonales anti-CD20 como
Rituximab (143) a los agentes citostaticos fludarabina y ciclofosfamida
(FCR) o Bendamustina (BR) (144) (130) para el tratamiento de pacientes

con LLC, aumentaron las tasas de respuesta (145).

A partir del Rituximab, se han ido desarrollando nuevos
anticuerpos monoclonales como el Ofatumumab, un Ac monoclonal

anti-CD20 de segunda generacion que es eficaz tanto en monoterapia



(146) como en combinacién con los agentes quimioterdpicos
Fludarabina y Clorambucil (147) (148). Obinutuzumab, es otro Ac
monoclonal anti-CD20 de tercera generaciéon, mas potente que
Rituximab, indicado en combinacién con Clorambucil para el

tratamiento de pacientes con comorbilidades (149).

Por otro lado, Alemtuzumab, un Ac monoclonal anti-CD52 fue
utilizado durante varios afos para el tratamiento de pacientes que
presentaban una LLC refractaria a Fludarabina (150) (136) o tenian
alteraciones a nivel de p53 (151), si bien a dia de hoy carece de

indicaciones en la LLC.

En la actualidad, el uso de la quimioinmunoterapia esta
restringido a pacientes que presentan un IGHV mutado y aquellos que
no tienen la delecién 17p ni la delecién 11q ya que responden mejor a
este tipo de tratamientos. Asimismo, hay que tener en cuenta los
posibles efectos adversos que estos farmacos generan, como
neutropenias e infecciones, por lo que en muchos casos es necesario

una terapia antimicrobiana profilactica conjunta.

2.5.3. Inhibidores de las rutas de senalizacion.

2.5.3.1. Inhibidores del BCR.

Dentro de este grupo podemos encontrar los inhibidores del
receptor de célula B, entre los que se encuentran los inhibidores de
BTK (Bruton tirosin quinasa) de primera generacién como lIbrutinib
(152) (153) y los inhibidores de la ruta PI3K como Idelalisib (154) (155).

Al contrario que en el caso de los tratamientos con
quimioterapia, el empleo de inhibidores de las rutas de sefalizacién
proporcionan mejores resultados en pacientes que presentan un IGHV

no mutado o alteraciones genéticas de riesgo como la delecién 17p.
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lbrutinib es a dia de hoy el tratamiento de eleccién en todos los
pacientes con alteraciones genéticas y/o moleculares de alto riesgo, ya
sea como primera linea o como tratamiento de rescate tras haber
fallado un esquema de quimioinmunoterapia (Guia clinica Grupo
Espafiol LLC). Por su toxicidad en forma de fenédmenos autoinmunes
(colitis, hepatitis, neumonitis), Idelalisib combinado con Rituximab ha
quedado relegado en la actualidad a tratamiento de rescate en
aquellos pacientes que han recibido otras opciones terapéuticas
previas. Ambos farmacos producen de manera caracteristica una
rapida disminucion de las linfoadenopatias al inhibirse la migracién de
las células B-LLC de la sangre a los tejidos linfoides, dando lugar a una

linfocitosis transitoria inofensiva.

2.5.3.2. Inhibidores de Bcl-2.

La familia Bcl-2 es un grupo de proteinas muy conservadas que
regulan la via de la apoptosis, positiva o negativamente,

desempenando un papel clave en la progresién de la LLC (156).

Dada la similitud entre los dominios de unién a BH3 de Bcl-2 y
Bcl-XlI, ha resultado complicado la generacion de un inhibidor
especifico para Bcl-2, como es el caso de Venetoclax (157). Venetoclax
es una molécula pequefia que inhibe especificamente Bcl-2
induciendo apoptosis en las células B-LLC. Resulta un tratamiento
eficaz para los pacientes con enfermedad recidivante y del 17p. Entre
las posibles toxicidades asociadas a este farmaco se encuentran los
trastornos gastrointestinales, neutropenia y sindrome de lisis tumoral
(158).
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Figura 8: Principales tratamientos de la LLC y sus dianas moleculares. Modificado

de (131).
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3. Aspectos Moleculares de la Leucemia Linfatica

Croénica.

3.1. Caracteristicas Moleculares.

La leucemia Linfatica Crénica se caracteriza por la acumulacion
en sangre periférica y en tejidos linfoides de células B maduras
paradas en la fase GO/G1 del ciclo celular (159). Estudios realizados
han demostrado que la LLC es una enfermedad de células no
proliferantes, sino acumulativas, debido a que presentan defectos en
su maquinaria de apoptosis y una supervivencia prolongada “in vivo".
Sin embargo, existen evidencias de que la divisién celular ocurre en
centros de proliferacidn, ya que se observa un aumento en el recuento
de linfocitos y el acortamiento de los telémeros, lo que indica que

estas células presentan un historial proliferativo prolongado (160).

Por lo tanto, se puede considerar que en la LLC existe un
equilibrio dindmico entre las células que circulan en la sangre
periférica, quiescentes y resistentes a la apoptosis, y células que se
encuentran en los nichos de los tejidos linfoides en un estado de

proliferacién activa (161).
3.1.1. Maquinaria de apoptosis.

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada
que ocurre de forma natural durante el desarrollo y envejecimiento
celular (162). Durante el proceso apoptoético, las células sufren una
serie de cambios morfoldgicos caracteristicos, como la reduccién del
volumen celular y la fragmentacién nuclear y citoplasmaética, con
formacion de cuerpos apoptdticos (163) (164). Su funcidén es la
degradacién de células no deseadas en pequefios fragmentos que se

eliminan facilmente por fagocitosis (165), manteniendo la homeostasis



celular en los tejidos. Este proceso se desencadena en respuesta a
estimulos ambientales tanto fisiolégicos como patoldgicos (163), o
como mecanismo de defensa ante enfermedades, reacciones inmunes
o0 agentes citotdxicos y mutagénicos, como la quimioterapia y la
radiacion ionizante, entre otros (166). Alteraciones en el proceso de
apoptosis pueden contribuir a los efectos patoldgicos que se observan
en multitud de enfermedades, como las inflamatorias y el cancer, entre
otras (167).

Las caspasas son una familia de enzimas con propiedades
cataliticas, importantes en la transduccion y ejecucién de la sefal
apoptdtica inducida por varios estimulos. Esta familia de proteinas,
pertenecientes al grupo de las cistein-proteasas, se caracterizan por
contener un residuo de cisteina que media la ruptura de otras
proteinas. Se encuentran en la célula como precursores enzimaticos
inactivos, que necesitan ser hidrolizados para iniciar su actividad. Las
caspasas que intervienen en procesos de apoptosis se dividen en dos
grupos: las caspasas iniciadoras y las efectoras. Las caspasas
iniciadoras pueden activarse por autoprotedlisis o mediante
activadores. Las caspasa efectoras se activan a partir de un corte

especifico mediado por las caspasas iniciadoras .

En funcién de la procedencia de las sefales de muerte, bien
sean externas o internas, pueden distinguirse dos vias apoptdticas
diferentes: la via extrinseca o del receptor de muerte, y la via intrinseca
o mitocondrial (168) (169) (figura 9).

La via extrinseca se desencadena tras la interaccién de ligandos
extracelulares con los receptores transmembrana, pertenecientes a la
familia del TNF (factor de necrosis tumoral) (165). Estos receptores
presentan un dominio citosélico denominado dominio de muerte (DD)
(death domain), encargado de iniciar el proceso apoptético. Una vez

que el ligando se une al receptor, se incorporan unas proteinas
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adaptadoras denominadas FADD (del inglés “dominio de muerte
asociado a Fas”) y TRADD, encargadas de la captacién y activacion de
la caspasa 8. Esta caspasa a su vez, activa las caspasas 3y 7, que son

las llamadas caspasas efectoras que digieren la célula (170) (171).

La via intrinseca se inicia por una serie de estimulos
intracelulares en respuesta a agentes externos que generan estrés
celular, como ciertas radiaciones, la ausencia de algunos factores de
crecimiento o la exposicion a compuestos citotoxicos (162). Estos
estimulos activan proteinas proapoptdticas de la familia de Bcl-2, que
favorecen la liberacidon del citocromo c¢ y otras proteinas que se
encuentran en el espacio intermembrana de las mitocondrias,
mediante la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial
(MOMP) (172) (173) (174). Una vez que el citocromo c se encuentra en
el citosol, se une a la proteina APAF-1, que recluta y activa la caspasa 9.
Esta caspasa a su vez, activa las caspasas efectoras 3y 7. De forma que,
la activaciéon de estas caspasas por cualquiera de las dos vias, dara

lugar a la muerte celular programada de la célula objeto.
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3.1.2. Familia de proteinas Bcl-2.

Dado que la acumulacién de las células tumorales en la LLC se
debe principalmente a defectos en su maquinaria de apoptosis, se han
descrito mecanismos que pueden explicar esta deficiente via de
muerte celular. Uno de ellos es la sobreexpresién de proteinas anti-

apoptadticas, como las de la familia de Bcl-2 (177).

La familia Bcl-2 estd formada por un grupo de proteinas
conservadas que funcionan como reguladores de la via intrinseca de la
apoptosis, regulando la muerte celular mediante el control de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (MOMP) (178).

Los miembros de esta familia se pueden clasificar en tres
subgrupos: atendiendo a criterios funcionales, si se trata de proteinas
anti-apoptdticas o pro-apoptdticas, y a criterios estructurales, como la
presencia de uno o varios dominios de homologia con la proteina
Bcl-2, denominados BH1, BH2, BH3 y BH4 (156).

El primer subgrupo corresponde a aquellas proteinas que
ejercen una funcién anti-apoptética y comparten los cuatro dominios
de homologia (BH1- BH4), como son Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1 y Bfl-1.
Estas proteinas son las encargadas de defender a las células frente a la
apoptosis, ya que previenen la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial externa, mediante el secuestro de las proteinas pro-
apoptaticas “sélo BH3” Bim y Bid, activadoras de Bax o Bak (179) (180)
(181).

En el segundo subgrupo se encuentran aquellas proteinas que
ejercen una actividad pro-apoptdtica, compartiendo homologia de
secuencia en los dominios BH1, BH2 y BH3, y estén representadas por
las proteinas multidominio Bax y Bak. Este grupo de proteinas se

consideran los ejecutores de la apoptosis, ya que se encargan de la



permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa, ayudando a la
salida del citocromo c, seguido de la activacion de las caspasas y
muerte celular (182) (183).

Por ultimo, el tercer subgrupo formado por las proteinas Bik,
Bid, Bim, Bad, Noxa, Puma, Bmf y Hrk, ejerce una funcion pro-
apoptadtica, y Unicamente comparten homologia dentro del dominio
BH3. Esta subfamilia de proteinas se denomina “sélo BH3" (184), y son
las encargadas de iniciar la apoptosis mediante la transmisién de las
sefiales de estrés (172) (175). Para llevar a cabo esta funcidn,
Unicamente la proteina Bid necesita ser activada proteoliticamente,
principalmente por la caspasa 8, dando lugar a la forma truncada
activa tBid (185). Esto indica que el dominio BH3 es un requisito
fundamental para la funcién pro-apoptética de los miembros de esta

familia (186) (187).

Ademids de los dominios BH, varias de estas proteinas
contienen un dominio transmembrana (TM) en el extremo c-terminal.
Este TM favorece el anclaje de las proteinas, tanto a las membranas
intracelulares como a la superficie externa de las mitocondrias (188),

por lo que el TM contribuye a la actividad anti-apoptdtica (189).

El equilibrio entre los niveles relativos de estas proteinas
determina el destino celular en respuesta a la sefalizaciéon apoptdtica
(177). Por esta razdn, estas proteinas estan reguladas principalmente
por las interacciones entre los miembros pro- y anti-apoptdticos (176).
De forma general, tBid, Bim y Puma interaccionan con todas las
proteinas antiapoptdticas, mientras que otras como Noxa, Bik y Bad

son mas selectivas.

El gen Bcl-2 fue descubierto originalmente como un gen
oncogénico en el linfoma de célula B, que presentaba una

translocacidon cromosdmica t(14:18) (190) (191). Este gen se encuentra
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altamente expresado en las células B-LLC, en comparacién con las
células CD19+ normales (192). Su principal funcion es evitar que las
células sufran apoptosis (396) (193), de manera que la sobreexpresion
de Bcl-2 se asocia con una supervivencia celular inadecuada (194),
como ocurre en la LLC y en otras neoplasias tumorales (195),
provocando una disminuciéon de la sensibilidad a las terapias
empleadas (196) y por lo tanto, dando lugar a un peor prondstico
clinico (197).

En las células sanas, Bcl-2 y el resto de proteinas anti-
apoptadticas pertenecientes a su familia como Bcl-x o Mcl-1, previenen
la apoptosis controlando los mediadores de muerte celular Bax y Bak
bajo control (193). Sin embargo, cuando las células se someten a estrés
celular o a algun tipo de dafo genotdxico, el proceso de apoptosis
comienza mediante la activacién de las proteinas pro-apoptdticas de la
familia, las denominadas “sélo BH3". Estas proteinas se unen e inhiben
Bcl-2 o a alguno de sus compaferos (198), iniciado asi el proceso
apoptético. Dado que este es el paso inicial para que comience el
proceso, se han desarrollado moléculas pequefas que imitan esa
accion, para poder asi inhibir farmacolégicamente las proteinas anti-

apoptdticas (199).

3.1.3. Microambiente.

El microambiente juega un papel muy importante en la LLC, asi
como en la mayoria de las neoplasias (110). Existen evidencias de que
los fallos en la maquinaria de apoptosis que presentan estas células, no
sélo son debidos a defectos intrinsecos de las mismas. La incapacidad
de las células B-LLC para sobrevivir “in vitro” demuestra que las sefales
extrinsecas que provienen del microambiente desempefian una

funcién critica en el desarrollo de la enfermedad (200) .



Un elemento clave en la patogénesis de la LLC es la infiltracion
de las células B-LLC en los tejidos linfoides, causando linfoadenopatias,
esplenomegalia e hipercelularidad en la médula dsea. Es en estos
tejidos donde se encuentran los nichos o microentornos en los que las
células pueden sobrevivir y proliferar, escapando de la apoptosis
espontdnea o inducida por los farmacos, contribuyendo asi al

mantenimiento y desarrollo de esta patologia (201).

La palabra microambiente engloba todos los componentes
presentes en los compartimentos donde se se alojan y protegen las
células B-LLC. Entre ellos se encuentran las células T y las células
estromales (202). El estroma lo componen la poblaciéon heterogénea
de células adherentes no neoplésicas, que producen senales que
regulan la reorganizacién del citoesqueleto (203) (204), vasos
sanguineos y proteinas de la matriz extracelular, proporcionando de
esta manera el soporte estructural y funcional a las células neoplasicas
a través del contacto célula-célula (205) (206). Ademés del contacto
célula-célula, esencial para el efecto protector (207,208), las células
estromales también secretan factores solubles como CXCL12 vy
CXCL13 (209), que acttan igualmente como protectores de las células
B. Estos factores, cuyos receptores de membrana son CXCR4 y CXCRS5,
respectivamente (210), se encuentran altamente expresados en las
células B-LLC circulantes en sangre periférica. CXCL12 no sélo protege
a las células de la apoptosis, sino que también permite la migracién de
las mismas a la médula dsea, e induce supervivencia mediante la
activaciéon de rutas como MAPK/ERK y PI3K (211) (212), y la
fosforilacién de STAT3 (213).

Las células B-LLC entran en contacto con diferentes células
accesorias dependiendo del compartimento en el que se encuentren,
bien sea la sangre periférica, la médula dsea y los dérganos linfoides

secundarios como el bazo y los ganglios linfaticos (200) (figura 10).
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La sangre periférica se considera un compartimento transitorio
que permite a las células de la LLC acceder a las zonas més relevantes,
como la médula dsea o los tejidos linfoides. Sin embargo, hay articulos
que describen que la interaccion de las células B-LLC con el endotelio
de los vasos sanguineos, proporciona importantes sefales de
supervivencia mediadas a través de la activacién de NF-kB. Esto podria
explicar la activaciéon constitutiva de estas rutas, asi como la
sobreexpresion de proteinas anti-apoptdticas como Bcl-2 y Mcl-1 en

esta patologia (214).

Los pacientes de LLC presentan una médula dsea infiltrada con
células neoplésicas, cuyo grado de infiltracién se correlaciona con el
estadio clinico y el prondstico (215) (216). En la médula ésea se
encuentran varios tipos de células accesorias, que secretan factores
solubles como citoquinas, factores de crecimiento y proteinas de la
matriz extracelular, contribuyendo asi a la proliferacién y por lo tanto a
la supervivencia celular. Entre ellas se encuentran las células T, células
endoteliales y principalmente células estromales de médula dsea
(BMSCs), que interaccionan con las células B-LLC protegiéndolas de la
apoptosis espontanea o inducida por agentes citotéxicos (207) (217)
(208). Las interacciones de las células B-LLC con el estroma regulan la

angiogénesis, dando lugar a la progresién de la enfermedad (218).

Por otro lado, en los pseudofoliculos o centros de proliferacion
de los ganglios linfaticos, también pueden activarse y proliferar las
células B-LLC (219). Estas areas estan constituidas por un gran nimero
de células accesorias, como en el caso de la médula dsea, que
protegen de igual forma a las células de la LLC, y es aqui donde tiene
lugar la activacion del receptor de célula B (BCR), de hecho, esté
descrito que el microambiente de los ganglios linfaticos promueve la
sefalizacién de BCR asociada con la activacion de NF-kB en pacientes
con LLC (219). Esta activacion pone en marcha una cascada de

sefalizacion, provocando la proliferacion y expansién del clon



leucémico (220) (221). En los tejidos linfaticos secundarios de los
pacientes con LLC, mas concretamente en el bazo, también se
encuentran las células NLC “células de tipo enfermera”. Se trata de
células nodrizas que nutren los timocitos en desarrollo (222). Se puede
confirmar que lo que contribuye a la progresién de la LLC no es
Unicamente fallos en la apoptosis de las células B, sino también una
proliferacién descontrolada (223).

Centros de
proliferacidn

GANGLIOS LINFATICOS ,‘

MEDULA OSEA

Figura 10: Microambiente de la LLC. En la imagen se representan los distintos
compartimentos en los que se desarrolla la LLC, como son los érganos linfoides,

sangre periférica y médula ésea. Modificado de (203).
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Conocer mejor los mecanismos que subyacen al escape de la
apoptosis y supervivencia de estas células, contribuye al desarrollo de
nuevos farmacos que puedan interferir selectivamente en los
diferentes puntos de las rutas de senalizacién (177). En consecuencia,
se estadn evaluando nuevas estrategias para interrumpir las
interacciones entre las células B-LLC y las células del microentorno que
promueven su supervivencia. Estas estrategias podrian ser terapéuticas
por si mismas, o usarse en combinacidon con otras terapias estandar

para mejorar el estado de los pacientes con esta enfermedad (224).

3.2. Rutas de senalizacién.

Teniendo en cuenta las alteraciones citogenéticas y mutaciones
somaticas descritas en la LLC, hay articulos que concluyen que esta
patologia estd relacionada con alteraciones en al menos 8 rutas de
sefalizacién, como son el receptor de célula B, la regulacién del ciclo
celular, la apoptosis, la respuesta al dafo en el DNA, la remodelacién
de la cromatina, las vias de supervivencia como NF-kB, la ruta NOTCH y
el metabolismo del RNA (225) (figura 11).
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Figura 11: Diagrama de las rutas de sefializacién alteradas en la LLC. Modificado
de (108).

3.2.1. Receptor de célula B.

El receptor de los linfocitos B, denominado BCR, es una
molécula de supervivencia esencial para las células B normales vy
patoldgicas (220). Desempeia una funcién importante en el
mantenimiento y expansion del clon leucémico, ya que este receptor
permite la unidén de antigenos, y por lo tanto la capacidad de transmitir
sefales estimulantes al nucleo celular (110). Para llevar a cabo esta
funcién, recluta a la membrana a las proteinas tirosin quinasas no
receptoras (PTK) como SYK (tirosin quinasa del bazo), BTK (Bruton
quinasa) y LYN (familia de quinasas SRC) (222,226).

El BCR esta constituido por una inmunoglobulina de superficie
(Ig), asociada a un heterodimero formado por las moléculas Iga e Igb

(CD79a / CD79b). La Ig es una molécula de anticuerpo anclada a la
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membrana, cuya funcién es el reconocimiento antigénico, mientras
que el heterodimero lleva a cabo la transducciéon de la sefial al interior
de la célula B (222). Las respuestas del receptor de célula B varian
segun la intensidad de las sefales y estdn moduladas por receptores,
pudiendo dar como resultado desde sefales bajas independientes del
antigeno, hasta sefales fuertes mediadas por antigenos, que conducen

a la célula hacia la activacién, diferenciacién o apoptosis (227).

La sefalizacion de BCR puede dar lugar a una amplia gama de
respuestas, activando paralelamente diferentes vias de sefializacidn
que se encuentran por debajo como PI3K (Fosfoinostol -3-quinasa),
ruta especifica que se ha descrito como responsable de mantener la
supervivencia de las células B (228), asi como la via AKT, o la
sefalizacién mediada por BTK, importante para la regulaciéon de la
apoptosis por NF-kB (229). La ruta NF-kB estd implicada en la
proliferacién y supervivencia celular, al igual que la via de la proteina
quinasa MAPK (229).

En las células B normales, la sefalizacién mediada por el BCR
tiene lugar en tres fases. La primera fase comienza con la unién del
antigeno y la formacién de un complejo denominado signalosoma.
Este complejo estd formado por quinasas y proteinas de andamiaje a
la membrana plasmatica (230) (231). La formaciéon del signalosoma da
lugar a la fosforilacion de CD79A y CD79B por la quinasa LYN, y por
consiguiente la activacién de SYK, a través de su dominio SH2
(dominio muy conservado en las proteinas de transduccion de sefales
intracelulares, como SRC). La sefial se propaga por SYK a través de la
asociacion con BLNK, una proteina de enlace central, que favorece la
uniéon a componentes de sefalizacién que se encuentran por debajo
del BCR en la cascada de sefializacion, como BTK y PLC-2 (fosfolipasa
C2) (232). SYK es un mediador clave en la sefalizacién del BCR, que
tras la estimulacion por el antigeno se activa por fosforilacidn (233). Se

ha descrito que se encuentra constitutivamente fosforilado en la LLC, y



su inhibicidn induce la apoptosis de las células B-LLC, asi como la
inhibicion de la migracion y adhesion de las células al estroma (234).
Por otro lado, la fosforilacién del dominio CD19, dependiente de LYN,
también recluta la subunidad p85 de PI3K (220). El reclutamiento de
PI3K a la membrana plasmética conduce a la produccién de PIP3
(fosfatidilinositol trifosfato), necesario para una correcta activacién de
BTK, y seguidamente de AKT.

La segunda fase de la sefalizacién de BCR implica la activacion
de PLC-2. Esta activacién genera una serie de mensajeros posteriores
que inducen la liberacién de Ca: intracelular, activando la proteina
quinasa C (PKC). Esta proteina induce la activacion de factores de
transcripciéon como NF-kB. PLC-2 también participa en la activacion de
ERK, regulada a su vez por la sefalizacion de RAS/RAF1, c-JUN vy la
MAP quinasa p38 (235).

La tercera fase implica la modulacién de la actividad
transcripcional y la fosforilacion de muchos genes reguladores, como
Mcl-1, BIM, Ciclina D1 y Myc. Estos genes se encuentran més abajo en
la cascada de sefalizacién, y son los encargados de mediar los
cambios que se producen en la proliferacién, migracién vy

supervivencia celular.

De la misma manera, existen reguladores negativos del BCR
como CD22 y CD5 entre otros. Estos reguladores contienen
inmunoreceptores que son fosforilados por LYN, e inhiben la
sefalizacién del BCR. Por lo tanto, LYN regula la transduccién de

sefales a través del BCR de forma positiva y negativa (236).

En el caso de la LLC, la naturaleza molecular de la Ig de
superficie ha proporcionado informacién sobre el desarrollo de esta
patologia. Aquellos pacientes LLC con una enfermedad progresiva,

presentan la inmunoglobulina de superficie (Ig) del BCR codificada por
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genes IGHV no mutados, y elevados niveles de la proteina ZAP-70,
mientras que aquellos pacientes con una enfermedad mas estable,
presentan el Ig codificado por los genes IGHV mutados y no expresan
ZAP-70 (237). Estudios ya publicados indican que la sefalizacién de
BCR, que promueve la proliferacion de estas células, es generalmente

mas alta en el subtipo que presenta la IGHV no mutada (238) (219).

3.2.1.1. Proteina Bruton tirosin quinasa (BTK).

La proteina Bruton tirosin quinasa, codificada por el gen BTK, es
una proteina citoplasmética perteneciente a la familia de las Tec-
quinasas (PTK), entre las que se encuentran otras 4 proteinas
denominadas lItk, Tec, Bmx y Txk (239). La proteina BTK fue clonaday
caracterizada por primera vez en el ano 1993 (240) (241), y se expresa
en casi todas las células hematopoyéticas, excepto en las células
plasmaticas y los linfocitos T, y en las células B, desde las etapas més
tempranas hasta las mas maduras (242). Desempefa un papel
importante en el desarrollo y proliferacién del linaje de células B (243),
constituyendo un elemento esencial en la via de sefalizacién del
receptor de célula B (BCR) (229). Este gen codifica una proteina de 659
aminoacidos que contiene 5 dominios diferentes caracteristicos de las
moléculas de senalizacién (244), incluyendo un dominio de pleckstrina
(PH) N-terminal, un dominio de homologia Tec (TH), seguido de dos
dominios de homologia SRC (SH2 y SH3) y un dominio quinasa C-
terminal (SH1) (240).

En humanos, mutaciones que provocan la disfuncion de BTK
conducen al sindrome XLA, denominado agammaglobulinemia ligada
al cromosoma X. Esta enfermedad es una inmunodeficiencia primaria
caracterizada por la falta de células B maduras circulantes y niveles
bajos de inmunoglobulinas, causando infecciones bacterianas

recurrentes.



BTK se expresa principalmente en el citoplasma, pero estd
descrito que se transloca a la membrana plasmética tras la activacion
de PI3K (245) (246) (247). Una vez alli, BTK se activa por fosforilacién
mediada por SYK o LYN, en respuesta a la unién del receptor de célula
B con el antigeno, y comienza un proceso mediante el cual una
variedad de proteinas interactian entre si, reclutando moléculas de
sefalizacién que dan como resultado la proliferacién de las células B
(244).

3.2.1.2. Via PI3K/Akt.

La ruta de la fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) se considera un
componente clave de la supervivencia celular en diferentes tipos de
céncer, incluida la LLC. Esta familia de enzimas se encarga de la
fosforilacién de los lipidos de inositol, cuya funcion principal una vez
fosforilados es el reclutamiento a la membrana celular de proteinas de
sefalizacion (248) (249) (figura 12).

Las enzimas PI3K se clasifican en tres tipos denominados |, Il y
lll, en funcién de su estructura, tipo de regulacion y selectividad de
sustrato. Las enzimas de tipo | son heterodimeros formados por una
subunidad catalitica de aproximadamente 110 kDa (p110a, p110B y
p1108) y una subunidad reguladora encargada de modular su
actividad y localizacién celular (p85a, p85pB, p55y, p55a y p50a) (248).
Su principal objetivo es convertir fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2)
en fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), cuya funcién es facilitar el
reclutamiento o la unién a la membrana plasmatica de numerosas
enzimas intracelulares, que contienen dominios de homologia PH con
selectividad especifica a este lipido, tales como la Tec-quinasa BTK y

AKT entre otras, dando lugar a la activacion continua del BCR (250).

AKT es un componente que se encuentra mas abajo en la via de

sefalizacién del BCR que, una vez que se activa por fosforilacién
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mediada por PIP3, se transloca a la membrana plasmética. Una vez alli,
da lugar a varios procesos entre los que se encuentran la fosforilacion y
activacion de proteinas pro-apoptdticas como Bad (251), la
fosforilacién de MDM2, aumentando su actividad ubiquitina ligasa para
llevar a cabo la ubiquitinacion y posterior degradacion de p53 (252), la
fosforilacién y activacién de IKK, que se traduce en la activacién de NF-

kB, entre otros procesos (397).
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Figura 12: Esquema de las vias de sefializaciéon del BCR. Fosforilacién y activacién
de BTK y AKT. Modificado de (253).



El desarrollo de farmacos en los ultimos anos, para el
tratamiento de la LLC dirigidos hacia el bloqueo de las vias de
sefalizacién del BCR, se considera un importante progreso, ya que la
sefalizacién del receptor de célula B es clave en la biologia de la LLC
(254). La inhibicién farmacolégica de BTK mediante lbrutinib (255)
(153), y de PI3K por Idelalisib (256), reducen las sefales de
supervivencia celular, disminuyendo la actividad de vias como NF-kB y

ERK, asi como las interacciones con el microambiente (257).

3.2.2. Via de supervivencia NF-kB.

El factor de transcripcion nuclear NF-kB es el principal
mediador de la funciéon inmune (innata y adaptativa) y las respuestas
inflamatorias, participando también en la regulacién de procesos
fisiolégicos como la diferenciacién, proliferacién y supervivencia
celular (258). También esté descrito el papel que desempefa NF-kB en
el desarrollo de varios linajes de células hematopoyéticas como las
células B, y la formacién de érganos linfoides secundarios (259). Por
todo ello, la senalizacion de NF-kB es critica, ya que responde a
diversos estimulos mediando las respuestas celulares en los diferentes

contextos fisioldgicos (260).

La familia de factores de transcripcion NF-kB esta formada por 5
miembros: p50, p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB, codificados por los genes
NFkB1, NFkB2, RELA, REL y RELB, respectivamente (261). Todos ellos
comparten un dominio de homologia en el extremo N-terminal
denominado RHD, responsable de la unién al ADN, la dimerizacion, la

unién al inhibidor de kB y la localizacién nuclear (262).

El esquema bésico de sefalizacion de NF-«kB estd formado por
el complejo IKK, las proteinas inhibidoras kB (IkBa, IkBf e IkBe) y
dimeros de NF-kB. Esta ruta se caracteriza por dos vias de sefalizacién,

la via candnica y la via no candnica (260) (figura 13).
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Una vez recibidas las sefales extracelulares por el receptor de
membrana tiene lugar la activacién de la quinasa de IkB (IKK), y por lo
tanto la fosforilacién, ubiquitinacién y degradaciéon de las proteinas
inhibidoras IkB. El complejo IKK estd formado por dos subunidades
que presentan una elevada similitud, denominadas IKKa e IKKB, y una
subunidad reguladora denominada NEMO (IKKy) (263). La activacién
de IKK puede ocurrir a través de los complejos TRAF/RIP, lo que
conduce a la sefalizacién candnica, o a través de TRAF y NIK (NF-«B-
inducing kinase) que conduce a la via no candnica. La via candnica esta
basada en la degradacion de los inhibidores de IkB en el citoplasma, y
se induce por la quinasa IKKB en respuesta a citoquinas pro-
inflamatorias como TNFa, IL-1 (264), por lo que tras la activacién de
IKKR se produce la fosforilacion y degradacién de IkB por el
proteosoma. La via no canodnica consiste en el procesamiento del
precursor p100 activdndose a través de la quinasa IKKa. La activacién
de NIK lleva a cabo la fosforilacién de IKKa, responsable de la
fosforilacién de p100, que tras su procesamiento en el proteosoma da

lugar a la forma activa p52 (265).

El sistema IKK-NF-kB ejerce funciones importantes en el
componente maligno del tumor, facilitando a las células resistencia
ante los procesos apoptdticos, asi como en el componente
inflamatorio, facilitando la produccién de factores de crecimiento que

estimulan el desarrollo del tumor (266).

Finalmente, los dimeros de NF-kB que se han liberado, se
pueden activar a través de varias modificaciones postraduccionales, se
translocan al ndcleo donde se unen a secuencias de ADN especificas e
inducen la transcripcién de genes diana (267). Las vias de NF-«xB
candnica y no candnica regulan diferentes conjuntos de genes diana,
como por ejemplo los genes Bcl-2, Bax o Bim en la ruta candnica, y

Cox-2, Ciclina D y Bcl-xl en la via no candnica (380).
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Figura 13: Vias de sefializacion de la ruta NF-kB. La sefalizacion candnica de NF-kB
comienza tras la activacion del receptor, reclutamiento de proteinas adaptadoras y
sefializacion a IKK a través del complejo TRAF/RIP. Una vez activado IKK, se produce la
fosforilacion y degradacion de IkB. La sefializacion no candnica de NF-kB tiene lugar a
partir de la activacion del receptor, reclutamiento de proteinas adaptadoras vy
sefializacion a IKK a través de TRAF y NIK. Tras la activaciéon de IKK, se produce el
procesamiento de p100 a p52. Los dimeros de NF-kB fosforilados se unen al ADN e

inducen la transcripcién de genes diana. Modificado de (267).

83



84

La via candnica de NF-kB juega un papel importante en la
supervivencia de las células B mediada por la sefalizacion del BCR. De
manera natural, el complejo NF-kB se encuentra inactivo en el
citoplasma formando dimeros unidos a IkB. Los dimeros mas
habituales son el heterodimero p50/p65, y el homodimero p50/p50
(17). Cuando se produce la estimulacion del BCR a través de BTK, PI3K
o AKT, tiene lugar la fosforilacion y posterior degradacion por el
sistema ubiquitin-proteosoma de kB, facilitando asi la translocacién

nuclear de NF-kB y la transcripcién génica (268).

La expresién de NF-kB se encuentra elevada en la LLC vy
relacionada con las interacciones que se producen entre las células B-
LLC y el microambiente tumoral, hecho que proporciona un aumento
en la supervivencia de las células B-LLC. Igualmente, las vias PI3K/AKT

contribuyen a la activacion de NF-kB en esta patologia (269).

Se han desarrollado diferentes inhibidores de la sefalizacion
NF-kB, entre los que se encuentran los inhibidores de IKK, los
inhibidores del proteosoma que bloquean la degradacién de IkB, e
inhibidores de la translocacion nuclear de NF-kB, entre otros. Aunque
parece que la opcidon mas efectiva es inhibir el sistema IKK, como
ocurre con el inhibidor sintético BAY-117082, dirigido a bloquear la
fosforilacién de IkBa, y por lo tanto su degradacion proteosémica y la
translocacion de proteinas NF-kB al nucleo (270). Hay estudios que
describen que las células de LLC son sensibles a este inhibidor, sin
embargo, este hecho no se ha podido correlacionar con los
marcadores prondstico establecidos CD38, ZAP-70 o el estado
mutacional de IGHV (271).



3.2.3. Ruta de senalizacién NOTCH.

La familia NOTCH en mamiferos estd compuesta por un
conjunto de miembros formado por cuatro receptores heterodiméricos
denominados Notch1, Notch2, Notch3 y Notch4, y cinco ligandos, que
presentan una funciéon importante en la determinacién del destino
celular. Tanto los receptores como los ligandos son proteinas
transmembrana que se constituyen por tres dominios, extracelular,
transmembrana e intracelular (272). Para activar la via de senalizacidon
de Notch, es necesario que el dominio intracelular se libere al
citoplasma y posteriormente se transloque al nucleo (273). Estéd
descrito que la sefalizacién de Notch tiene una importante funcién en
la hematopoyesis, estando muy relacionada con el mantenimiento de
poblaciones linfoides, mieloides y eritroides, asi como en la regulacién
de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de mdultiples tipos
celulares (274) (275). Por lo tanto, el control de esta ruta es de vital
importancia para la correcta formacién y desarrollo de los tejidos, y
defectos en la misma, dan lugar a anomalias que finalmente pueden
causar diferentes neoplasias malignas como las hematoldgicas y de
tumor sdlido (276).

La expresién aberrante de Notch en humanos se ha identificado
como un factor importante en el desarrollo de leucemias y linfomas,
debido a una translocacion cromosémica que resulta en la expresion
de una proteina truncada, constitutivamente activa, conocida como
Notch1 (TAN-1) (277). Las mutaciones en la proteina Notch1 se han
convertido en una de las alteraciones somaticas a tener en cuenta en la
leucemia linfatica crénica, afectando aproximadamente a un 10-15 %
de los pacientes (278). Este tipo de mutaciones generan una isoforma
mas estable y activa de la proteina, facilitando la activacién de la via de

sefalizacién.
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Los pacientes de LLC con Notch1l mutado muestran
frecuentemente un IGHV no mutado, junto con una elevada expresién
de CD38 y ZAP70, y entre las anomalias genéticas, las mas frecuente
son la 13q14y la trisomia del 12, relacionandose en algunos casos con
la inactivacién del gen Tp53 (127) (279). Por lo tanto, aquellos
pacientes con mutacién de Notch1 tienen etapas de Rai y Binet
avanzadas, con elevada expresion de B2-microglobulina, lo que se
traduce en un estadio clinico avanzado en el momento del diagnéstico
y una supervivencia general mas corta que aquellos con la proteina
Notch1 no mutada (123). Hay autores, como Rossi et al. que describen
que el impacto de estas mutaciones en la supervivencia global de los

pacientes con LLC es independiente del IGHV (126).

3.2.4. Regulacion del ciclo celular.

El ciclo celular comprende un conjunto de eventos nucleares y
citoplasmaticos que deben estar perfectamente coordinados vy
regulados, dando lugar a la duplicacién del ADN de los cromosomas
de las células eucariotas, para luego segregarlo en dos células hijas

genéticamente idénticas.

El ciclo celular proliferativo consiste en cuatro fases: G1,S, G2 y
M. Durante la fase S, de sintesis de ADN, la célula replica
completamente su genoma, produciendo una copia idéntica para cada
célula hija. Esta fase se extiende durante unas 10-12 horas, la mitad del
tiempo que dura un ciclo celular completo de células de mamifero.
Durante la fase M de mitosis, la célula madre reparte el material
genético en dos células hijas, proceso que ocupa aproximadamente 1
hora del tiempo total de un ciclo celular. La fase S y la fase M se
encuentran separadas a su vez por dos fases intermedias preparativas,
denominadas G (gap), que permiten a la célula tener un tiempo extra
para crecer y repararse; la fase G1, entre la fase M y la fase S y la fase

G2, entre la fase S y la mitosis. Si durante ese tiempo extra, las células



detectan que las condiciones extracelulares son desfavorables,
retrasan su progresién a través de la fase G1, pudiendo entrar incluso
en un estado de reposo o quiescencia denominado GO, en el que las
células pueden permanecer durante mucho tiempo antes de volver a
proliferar (399) (400).

Los componentes principales del sistema de control del ciclo
celular pertenecen a una familia de enzimas denominadas quinasas
dependientes de ciclina (Cdks). Estas enzimas catalizan la reaccion de
fosforilacién de diferentes sustratos (400). La actividad de las Cdks
requiere la unién a subunidades reguladoras denominadas ciclinas,
cuyos niveles varian en momentos determinados del ciclo, regulando
asi la actividad de las CDKs (401). En las células humanas existen 20
CDKs y 29 ciclinas (402), pero sélo un pequefio conjunto de complejos
Cdk-Ciclina participan en la progresiéon del ciclo celular. Por un lado, se
encuentran las quinasas Cdk2, Cdk4 y Cdké que actian en interfase,
fase G1,Sy G2,y Cdk1 que actia en mitosis, y por otro lado las ciclinas

pertenecientes a cuatro tipos, como son ciclinas A, B, Cy D (280).

Ademas del control de sintesis y degradacion de diferentes
ciclinas, las Cdks estan sujetas a una regulacién negativa por parte de
proteinas inhibidoras de Cdks, denominadas CKls (Cdk inhibitors).
Segun su similitud de secuencia y estructura, los CKls se dividen en dos
familias: los inhibidores Cdk4 (INK4) y la familia CIP/KIP. Los inhibidores
INK4, formados por p16, p15, p18 y p19, provocan la parada en G1,
inhibiendo la actividad quinasa de Cdk4/6 (281) (282). Los inhibidores
de la familia CIP/KIP, formada por p21, p27 y p57, modulan la actividad
de varios complejos Cdk-Ciclina, inhibiendo procesos de proliferacion
y diferenciacion celular (282) (283), y ademas, estan implicados en la
respuesta al estrés celular. p21 es diana transcripcional de p53, y
media la parada del ciclo celular en las fases intermedias G1 y G2 en
respuesta al dano en el ADN (398) (284). La expresién de p27 se

encuentra normalmente elevada en células en reposo, disminuyendo
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esa expresion cuando las células entran en ciclo. Este inhibidor
provoca la parada del ciclo en la fase G1, en respuesta a senales
antimitogénicas (285). p57 interviene en la regulacion del ciclo celular

durante el desarrollo embrionario (283).

Existe otro mecanismo de control del ciclo celular esencial, cuya
funcién principal consiste en evitar la inestabilidad genémica generada
por dafos externos en el ADN o por la formacién de estructuras
aberrantes, generadas durante la replicacion del ADN. Son los
denominados puntos de control, que detienen o previenen la
progresién del ciclo celular, proporcionando un tiempo extra para la
reparacién del dafo, o cuando el dafio es irreparable, previenen la
proliferacién celular mediante senescencia, diferenciacion o apoptosis.
Los principales puntos de control se encuentran en G1/S y en G2/M.
Durante la transicion de G1 a S, existe el punto de control G1/S que
previene el inicio de la replicacién del ADN si se encuentra danado. El
punto de control de G2/M, previene el inicio de la mitosis cuando
existe dano en el ADN, generado en la fase G2 o por la propia

replicacion durante la fase S (286).

3.2.5. Reparacion del Daiio en el ADN.

Desde el punto de vista clinico, el fracaso de las quimioterapias
convencionales en el tratamiento de la LLC se basa en que la induccién
de apoptosis, que se inicia como respuesta al dano producido en el

ADN, se encuentra alterada.

Para mantener la integridad del ADN, las células eucariotas han
desarrollado un programa de vigilancia que consiste en la activacién
de los puntos de control del ciclo celular (G1/S 'y G2/M), en respuesta
al dafio producido en el ADN (DDR). Este dafio puede ser causado por
una replicacion incompleta del ADN debido a fallos producidos en las

horquillas de replicacién, o inducido por agentes intrinsecos como las



modificaciones espontaneas, agentes quimicos o radiacién tipo UV o

jonizante, entre otros (287).

La activacion de los puntos de control consiste en la
estimulacion de una serie de quinasas que evitan la progresién a través
del ciclo celular, y si el dano producido es superior a la capacidad de
reparacidn, se activan vias de sefalizacién adicionales que conducen a
la muerte celular a través de la apoptosis (288). Las dos vias principales
de respuesta al dafio producido en el ADN son la via ATM/Chk2 que se
activa tras la rotura de doble hebra de ADN (DSB), y la via ATR/Chk1
que responde principalmente a roturas de cadena sencilla de ADN

(289).

La via de la quinasa ATM o de reparacién de roturas de doble
hebra (DSB) se lleva a cabo mediante dos mecanismos diferentes, un
mecanismo rapido y propenso a errores denominado recombinacidn
no homodloga (NHEJ), y un proceso de reparacion de alta fidelidad

denominado recombinacién homdloga (HR) (290).

ATM forma parte de una familia de proteinas conservada, con
actividad quinasa que se denominan proteinas similares a PI3K (PIKK),
debido a que contienen un dominio tipico de esta familia de proteinas.
ATM se localiza predominantemente en el ndcleo de las células en
divisién. Inicialmente, las moléculas de ATM se encuentran inactivas en
las células no danadas, formando dimeros o multimeros, y tras el dano
en el ADN, se produce una fosforilacion entre las moléculas de ATM,
liberdndose asi cada una de ellas y convirtiéndose en mondmeros
activos en cuestion de minutos (291), respondiendo réapidamente a los
DSB mediante la fosforilacion de una amplia variedad de sustratos
(292) (293). Entre los multiples sustratos susceptibles de ser
fosforilados se encuentran las proteinas p53 y FANCD2, proteina
perteneciente a un complejo multiprotéico cuyos defectos conducen al

sindrome conocido como Anemia de Fanconi (AF) (figura 14).
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Figura 14: Activacion de los puntos de control del ciclo celular en respuesta a los
DSB mediada por ATM. La mayoria de estas vias estan reguladas principalmente por
ATM en la etapa temprana de la respuesta al dafno en el ADN. Modificado de (290).

La proteina ATM se identific6 como el gen que se encuentra
mutado en la ataxia-telangiectasia (A-T). Esta patologia pertenece a un
grupo de enfermedades humanas conocidas como sindromes de
inestabilidad cromosdmica (294). Estos sindromes combinan varios
grados de degeneracidn tisular e inestabilidad citogenética, y
presentan signos prematuros de envejecimiento, sensibilidad a los

agentes que danan el ADN y predisposicién al cancer (295). Son todos



autosémicos recesivos y representan defectos en las vias principales
de respuesta al dano en el ADN, cada una de las cuales se activa por
una clase distinta de agente nocivo. Dentro de estos sindromes se
encuentran por ejemplo el denominado Xeroderma pigmentosum
(XP), Sindrome de Cockayne, Sindrome de Werner (WS) y la Anemia de
Fanconi (FA) entre otros (290).

3.2.5.1. Gen supresor tumoral: p53.

Las principales vias que se activan en respuesta al dafo en el
ADN, descritas anteriormente, convergen en p53, que se estabiliza tras
la fosforilacion y se localiza en el nlcleo. Las vias de respuesta
mediadas a través de p53 desempefian un papel importante en el
comportamiento de las células frente a la inestabilidad gendmica,
dando lugar a la parada del ciclo celular, senescencia y apoptosis (296)
(figura 15).
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Figura 15: Esquema de las vias que se activan en respuesta al dafio producido en

el ADN, mediadas a través de p53. Tras su activacién, p53 induce una serie de genes

diana que promueven la deteccién del ciclo celular, permitiendo la reparacion del

ADN, la senescencia o apoptosis. Modificado de (296).



La proteina codificada por el gen supresor de tumores p53 se
descubrié en la década de los 70, y se identific6 como una
fosfoproteina celular de 53kD capaz de unirse al antigeno
transformante SV40 T (297). Pertenece al grupo de genes implicado en
el control del ciclo celular, cuya funcién es detener el ciclo en el paso
de G1 a S, cuando se han producido lesiones en el ADN,
proporcionando tiempo suficiente para que actien los sistemas de
reparacién del ADN, y asegurar asi la integridad gendmica y la
supervivencia de las células expuestas a agentes dafinos. Se han
identificado dos grandes grupos de genes diana de p53, por un lado
los reguladores negativos de la progresidn celular, entre los que se
encuentran el inhibidor de quinasas dependiente de ciclina p21
(CDKN1A) y 14-3-3, y por otro los genes promotores de la apoptosis
como Puma, Bax y Bak (298) (299). La mutacién de p53 es uno de los
cambios gendmicos mas frecuentes, encontrandose mutado en maés
del 50% de los cénceres humanos (298) (300), permitiendo asi la
proliferacién descontrolada de células dafiadas (301). Sin embargo,
una sobreexpresién de formas activas de p53, da como resultado

fenotipos degenerativos y un envejecimiento celular prematuro (302).

p53 tiene dos proteinas homdlogas conocidas como p63 (303)
y p73 (304), que presentan un elevado grado de similitud con él, de
forma que pueden unirse y activar la transcripcion de muchos
promotores sensibles a p53, mediando la deteccidon del ciclo celular, la
senescencia y apoptosis en respuesta al dafo en el ADN. p63 y p73
contienen promotores alternativos y sitios de empalme por eso
presentan isoformas diferentes con actividades similares o
antagonistas. Las isoformas de la region C-terminal denominadas de
longitud completa, TAp63 y TAp73, contienen un dominio de
transactivacién (TAD) y se comportan biolégicamente de forma similar
a p53. Sin embargo, las isoformas ANp63 y ANp73, que no presentan
el dominio TAD, por lo que son transcripcionalmente inactivas, actéan

como inhibidores de los miembros activos de la familia de p53 (305).
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Sin embargo, diversos trabajos han descrito que pueden transactivar
genes diana a través de un dominio de transactivacién alternativo
presente en sus extremos N-terminales a través de sitios de respuesta
para Sp1(306) (307,308).

La proteina supresora de tumores p53 es una proteina de vida
corta debido a su rédpida degradacién por el sistema ubiquitin-
proteosoma. Sin embargo, tras la exposicién de las células a diferentes
estimulos de estrés, los niveles de p53 aumentan como consecuencia
de la reduccién de su degradacion, activandose su funcién como
factor de transcripcién y promoviendo la deteccién del crecimiento
celular y la apoptosis (65) (309). La actividad de p53 estd regulada
principalmente por modificaciones postraduccionales, tales como
ubiquitinacién, acetilacion y fosforilacién (310). Un regulador
importante de la actividad y estabilidad de p53 es la proteina MDM2.
MDM2 es una ubiquitina ligasa E3-RING que interactia directamente
con p53 e inhibe su funcién, promoviendo su ubiquitinacién vy
degradacion a través del proteosoma (311). El gen MDM2 se
encuentra activo en aproximadamente el 7% de los canceres sin una
mutacién asociada de p53, de manera que facilita la tumorogénesis
inhibiendo la via de supresion tumoral mediada por p53 (312) (313).
Ademas, se ha descrito que MDM2 promueve la neddilacién de p53,

reprimiendo su actividad transcripcional (65).

Las mutaciones de TP53 y ATM son hechos comunes en la LLC,
y se asocian con una respuesta deficiente a la quimioterapia
inmunoldgica convencional y peor prondstico (113) (314). De manera
que las aberraciones cromosdmicas mas relevantes clinicamente
afectan principalmente al supresor tumoral p53. Entre ellas se
encuentran las deleciones en el brazo corto del cromosoma 17 (del
17p), hecho que se asocia con una resistencia elevada a las

quimioterapias genotodxicas (113), y mutaciones puntuales de p53 que



dafian las proteinas en un considerable porcentaje de pacientes LLC y

se asocian con un mal pronéstico (315).

3.2.5.2. Proteinas FANC: Anemia de Fanconi.

Se ha descrito que las proteinas FANC regulan procesos de
monoubiquitinacién y neddilacién, de hecho, es probable que el
proceso de monoubiquitinacién mas conocido sea el que realiza el
complejo FANCcore sobre las proteinas FANCD2 y FANCI, para activar
los procesos de reparacién por recombinacion homdloga del ADN, en
respuesta a agentes que generan enlaces covalentes entre las cadenas
de ADN o bien, tras el atasco de las horquillas de replicacién (316). El
complejo FANCcore es una E3 multiproteica que contiene la E3RING
ligasa FANCL que, en colaboracién con la E2 UBE2T, cataliza la
transferencia de un Unico residuo de ubiquitina a las dianas FANCD2 y
FANCI (34) (35) (36), en respuesta al dafio en el ADN. Los miembros
que componen este complejo son FANCA, FANCB, FANCC, FANCE,
FANCF, FANCG, FANCL y FANCM. Una vez que estas proteinas activan
sus dos dianas descritas hasta el momento, inician una cascada de
sefalizacién conocida como ruta FA/BRCA. Esta via regula la
deteccidn, sefalizacion y reparacién de los enlaces cruzados (ICL) de
ADN, e incluye otras 6 proteinas que se encuentran por debajo en la
ruta, denominadas FANCD1, FANCJ, FANCN, FANCO, FANCP vy
FANCQ (conocidas también como BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51C,
SXL4 y XPF 6 ERCCA4 respectivamente). Estas proteinas estan
involucradas en procesos de reparacion del ADN por recombinacién
homologa (317) (318). La mutacién de cualquiera de estas proteinas

da lugar a la patologia conocida como Anemia de Fanconi (AF) (319).

La Anemia de Fanconi (AF) es un trastorno genético
caracterizado por multiples anomalias congénitas, inestabilidad
cromosémica, y susceptibilidad al céncer (320), principalmente

tumores hematoldgicos y sdélidos. Las anomalias hematoldgicas
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representan las manifestaciones patolégicas mas abundantes (319).
Clinicamente, esta enfermedad se caracteriza por una insuficiencia de
la médula dsea, debutando en la nifiez con una anemia aplésica y, con
el tiempo, estos pacientes pueden desarrollar un sindrome
mielodispldsico o una leucemia mieloide aguda, pero también,
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, tumores

hepaticos, cerebrales y cutdneos, entre otros (321) (322) (323).

Defectos en la ruta FA/BRCA también ocurren en células
sométicas de individuos no Fanconi, pudiendo causar diferentes tipos
de céncer (324) (325) (326). Los tumores que albergan mutaciones en
genes FANC son muy sensibles al tratamiento con agentes alquilantes,
tales como cis-platino (CDDP), mitomicina C (MMC) o melfalan (327).
Por el contrario, la sobreexpresion de genes FANC se ha asociado con
refractariedad a melfaldn en mieloma multiple (328) (329). Por estos
motivos, la ruta FA/BRCA se ha convertido en una posible diana en el
tratamiento de diferentes neoplasias, y ya se estan buscando posibles
moléculas inhibidoras de esta via (330) (331) (332). Recientemente se
ha descrito que el inhibidor del proteosoma Bortezomib, empleado en
el tratamiento de distintos tumores hematoldgicos, inhibe la ruta FA/
BRCA, aportando asi un mecanismo para su efecto antitumoral (333).
En esta misma linea, se ha demostrado que el sistema de conjugacidn
de NEDD8 conocido como neddilacién, participa en la activacion de la
ruta FA/BRCA, ya que la inhibicién del mismo sensibiliza las células a
drogas sobrecruzantes del ADN, bloqueando la monoubiquitinacién
de FANCD?2 (319). La neddilacién tiene un papel bien definido en la
reparacién del ADN por excisién de nucledtidos (NER) (334) y también
en la reparacién de roturas de doble hebra de ADN (DSB), tanto por
recombinacién homdloga (HR) como por recombinacién no homéloga
(NHEJ) (335) (336) (337) (102). Se ha demostrado que FANCA, y
posiblemente otras proteinas FANC, participan en ambos tipos de
reparacion DSB (338).



Recientemente, se ha publicado que FANCA modula la
neddilacién de diferentes proteinas (339), como es el caso del receptor
de quimiocinas CXCRS. Este receptor transmembrana se relaciona con
la movilidad de las células B y la migracién a los centros germinales,
teniendo una funcién importante en la progresiéon del cancer y las
enfermedades inflamatorias (340) (341). Se ha descrito que CXCR5 se
modifica postraduccionalmente mediante la adicion de NEDDS, a

través de un mecanismo regulado por FANCA (339).

97



98









Il. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo van dirigidos a tratar de esclarecer

las causas moleculares que puedan explicar las caracteristicas

comunes de esta patologia.

1.

Nuestros principales objetivos son:

Rastreo de la expresion de genes FANC en muestras de
pacientes de leucemia linfatica crénica, y su correlacion
estadistica con parametros clinicos para discernir su valor
pronéstico. La deficiencia en proteinas FANC se han asociado a
alteraciones del ciclo celular y a mecanismos de reparacion del
ADN y de la apoptosis, todos ellos procesos alterados en la LLC,
por lo que se plantea el anélisis de alguna deficiencia en la

expresion de estos genes en esta patologia.

Analisis de los mecanismos moleculares mediante los cuales
una variacion en la expresion de las proteinas FANC afectaria al
fenotipo de la leucemia linfatica cronica. Se realizard un rastreo
de los genes y procesos celulares que ven afectada su funcién por

las alteraciones en la expresién de los genes FANC en la LLC.

Estudio de la funcion de las modificaciones postraduccionales
en el desarrollo del fenotipo celular de la leucemia linfatica
crénica. La Unica funcién conocida del complejo FANCcore es la
de modificar las proteinas FANCD2 y FANCI mediante
monoubiquitinacién. Trabajos recientes han reportado un papel de
alguna de las proteinas individuales en otras modificaciones
postraduccionales. Por otro lado, el estudio del efecto de agentes

que inhiben algunas de estas modificaciones, como la
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ubiquitinacién o la neddilacién, han demostrado eficacia sobre
células de diferentes neoplasias hematoldgicas. El conocimiento
del alcance de este tipo de modificaciones en la LLC puede
aportar datos sobre su etiologia y ayudar al disefio de nuevas

terapias.









L. MATERIALES Y METODOS.

1. Caracteristicas de los pacientes y tiempo de

progresion.

Para el estudio de la expresién de genes FANC en leucemia
linfatica crénica se llevdo a cabo el andlisis de muestras de 101
pacientes diagnosticados de LLC. De estos pacientes, sesenta y dos
(61,4%) eran hombres, con una mediana de edad al momento del
diagnéstico de 66 ainos. El 89% de los pacientes se encontraban en la
etapa A de estratificacion del riesgo, considerando el sistema de Binet,
y el 94% en el estadio O-l, segun el sistema de Rai, en el momento del
diagnéstico. Se dispuso de estudios citogenéticos de 77 pacientes, de
los cuales 45 (58,4%) presentaban al menos una anomalia
cromosémica. La delecién 13g14 fue la aberracién mas frecuente, con
un 28,6%, seguida de la trisomia 12, con un 22,1%, la delecién 11923
con un 11,7% y finalmente la delecién 17p13 con un 5,2%. La mediana
de seguimiento fue de 87 meses, durante los cuales, 44 pacientes
mostraron progresion de la enfermedad. La informacién clinica de los

pacientes se resume en la tabla 1.

Variable N (%)

Género, Masculino 62 (61.4) 105
Edad al diagnéstico, mediana, afios (rango) 66 (59-74)

Rai- 0-1 94 (93.1)

Binet: A 89 (88.1)

CD38 positivor 12 (15.2)

ZAP-70 positivo- 14 (21.2)

FISH«

- Anormal 45 (58.4)
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- Delecion 13g14 22 (28.6)

- Trisomia del 12 17 (22.1)

- Delecion 11923 9(11.7)

- Delecion 17p13 4(5.2)
Progresion 44 (43.6)
Tiempo de progresion, mediana, meses (rango) 59(39-112)
Seguimiento, mediana, meses (rango) 87 (53-130)

sEstadio al diagnéstico.

»Datos disponibles en 79 pacientes. La expresion de CD38 =20% se considerd
positiva.

Datos positivos en 66 pacientes. La expresion de ZAP70 =20% se considerd positiva.
sDatos disponibles en 77 pacientes. Algunos pacientes mostraron dos o mas
aberraciones por FISH.

Tabla 1: Caracteristicas generales de los 101 pacientes de LLC estudiados.

2. Cultivos Celulares.

2.1. Lineas y Cultivos Celulares.

Las lineas celulares empleadas en los diferentes estudios

llevados a cabo en esta tesis se resumen a continuacién:

Las células B-LLC que se emplearon en estos estudios
provienen de sangre periférica (PBMC) de pacientes que firmaron un
consentimiento informado antes de la extraccién. Se purificaron los
linfocitos B (fraccion mononuclear) mediante centrifugacién en un
gradiente de Ficol. Los pacientes LLC seleccionados presentan una
afectacion superior al 85% (mas del 85% de los leucocitos son
linfocitos). Para los controles de PBMC, las células CD19+ se aislan de
las capas leucociticas de donantes sanos después del consentimiento

informado, utilizando un sistema inmunomagnético (Miltenyi Biotec,



Bergisch Gladbach, Alemania). Otra via de obtencién de linfocitos B
control han sido amigdalas resecadas de pacientes con hipertrofia no
infecciosa, mediante lavados con PBS 1X, con el correspondiente
consentimiento informado. Estas células se mantienen en medio RPMI
suplementado con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y cultivadas en

una atmdsfera humidificada con CO, al 5% y a 37°C.

Las células HEK293T provienen de un adenocarcinoma
embrionario de rifidn. Se mantienen en medio DMEM suplementado
con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y cultivadas en una atmdsfera
humidificada con CO,al 5%y a 37°C.

Las células 293T KOFAA9 contienen una mutacién inactivadora
de la funcidon de FANCA y se generaron en el laboratorio mediante la
técnica CRISPR/Cas9. Para ello, se transfectaron con una construccidn
de ARN guia de Cas? junto con un plasmido donante que genera una
insercion dirigida del ORF de la proteina GFP en el tercer exéon del gen
FANCA. La transfeccién se llevd a cabo con el reactivo SuperFect
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células fueron
seleccionadas por citometria a los 5 dias. Estas células se mantienen en
medio DMEM suplementado con suero de ternera fetal (FBS) al 10% y

cultivadas en una atmésfera humidificada con CO,al 5%y a 37°C.

Las células linfoblésticas B deficientes en FANCA (Linfos FA),
provienen de un paciente de Anemia de Fanconi y fueron
inmortalizadas mediante infeccién con Epstein-Barr. Esta linea celular
se mantiene en medio RPMI suplementado con suero de ternera fetal
(FBS) al 10% y cultivadas en una atmdsfera humidificada con CO, al 5%
ya 37°C.

Las células de tumor de mama MCF7 se mantienen en medio
RPMI suplementado con suero de ternera fetal (FBS) al 10% vy

cultivadas en una atmésfera humidificada con CO, al 5% y a 37°C.

107



108

La linea celular MEC-1, establecida a partir de un paciente LLC,
nos fue amablemente cedida por la Dra. Dolores Delgado (Instituto de
Biologia Molecular y Biotecnologia de Cantabria, IBBTEC, Santander,
Espana). Estas células se mantienen en medio RPMI suplementado con
suero de ternera fetal (FBS) al 10% y cultivadas en una atmdsfera
humidificada con CO, al 5% y a 37°C. Esta linea celular tiene una

delecién en el brazo corto del cromosoma 17 (342).

2.2. Transfeccion Celular.

2.2.1. Método del Fosfato calcico.

Este método quimico se basa en la formacién de un precipitado
entre el cloruro de calcio (CaCl,) y el ADN, en una solucién salina de
fosfatos. Por un lado se realiza la mezcla de ADN y CaCl, (tubo 1), y por
otro lado la solucidn salina de fosfatos (tubo 2). A continuacidn, se
vierte la mezcla del tubo 1 sobre la solucién del tubo 2, y durante el
proceso, se forman unos agregados que las células incorporaradn por
endocitosis. Se deja la mezcla entre 10-20 min a temperatura ambiente
y transcurrido ese tiempo se vierte sobre las células gota a gota. El
cultivo se incuba unas 16 horas en una atmdsfera humidificada. Este
método de transfeccién proporciona un elevado rendimiento en

células HEK293T, aunque posee cierta toxicidad.

2.2.2. Método del FUGENE.

Este reactivo es capaz de transfectar directamente una amplia
variedad de modelos celulares con elevada eficacia y baja toxicidad.
Se hace la mezcla con el ADN y se vierte directamente sobre los
cultivos celulares, con una confluencia aproximadamente del 80%. Las
células se incuban entre 24 y 48 horas. Este método de transfeccidn

proporciona buen rendimiento en células MCF7.



2.2.3. Electroporacion.

Este método aumenta la permeabilidad de la membrana

plasmatica celular mediante un campo eléctrico externo, que genera
poros en las células por los que el ADN puede atravesar.
Las células B-LLC obtenidas a partir de la fraccién de mononucleares
de muestras primarias se transfectan por electroporacidn,
aproximadamente unos 10 pug de ADN por cada condicién. Se utiliza
un sistema de electroporacion BTX630 de BTX (Holliston, EE. UU.),
siendo las condiciones dptimas 320V y 975uF.

2.2.4. Superfect.

Este reactivo de transfeccion se basa en la tecnologia
denominada de dendrimero activado, desarrollada para la transfeccién
de ADN en una amplia gama de lineas celulares, ya que los
dendrimeros pueden formar complejos con el ADN o ARN,
transportandolo al interior de las células. Este reactivo presenta una

baja toxicidad y causa un dafio menor en la membrana celular.
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3. Reactivos.

G

Tkb Plus DNA Invitrogen 10787018 Marcador ADN.

C L . Panreac/ . N

Acido acético glacial . 141008 Soluciones de tincion.

Aplichem

Acido Bicinconinico Determinacion del

(BCA) G Biosciences 786-844 nivel total de proteina
en una solucion.

Acido etilendiamino Panreac/ 131026 Agente quelante de

tetraacético (EDTA) Aplichem cationes divalentes.
Separacién de

Agarosa Pronadisa 801000 molgculas de ADN
mediante
electroforesis.

AlbUmina de suero .

bovino (BSA) G Biosciences 786-844 -

Alcohol isoamilico Merck 100979 I?r?CIpltaCIO?, de
4cidos nucléicos.

Ampicilina Fisher BP1760-25  Antibidtico.

Bioreagents

Anexina V marcada con Determinacion de

FITC (Anexina V-FITC) Immunostep ANXVF-200T V|ab|||dafi celular/
apoptosis.

Aprotinina VWR E429-10MG  Inhibidor de proteasas
Deteccion de

Azul Coomassie VWR G-250 proteinas.
Agente de

Bis-acrilamida AppliChem A3651,1000 reticulacion para los
geles de
poliacrilamida.

Bolas de sefarosa Inmunoprecipitacion

recubiertas de proteina  Miltenyi Biotec 4RRPG-5 precip ’




Bioreagents

Bortezomib Cayman 10008822 Inhibidor del
proteosoma.

B de Etidi Si Aldrich E1510 Tincién fluorescente

romuro de Etidio igma-Aldric de ADN.

Buffer Fosfato salino Panreac/ A0964,9050 Solucion tamodn

(PBS) Aplichem A9202,0010 pon.

Cell Trace TM Far Red Thermo F|§her C34564 Proliferacién celular.

Technologies

Agente organico

Cloroformo Merck 102447 ut|||zad'olen la N
extraccion de acidos
nucléicos.

DEPC (dietil Fisher BP561-1 Inhibidor de RNAsa.

pirocarbonato)

. . Utilizados en

Eszzgigl(s;);#gse)otldos Invitrogen 18427088 reacciones de sintesis
de ADN in vitro.

Dimetil sulfoxido Aplichem/ .

(DMSO) Panreac A3672,0100  Disolvente.

DTT Invitrogen 707265ML Agente Reductor.

Etanol Merck 100983 l?rgapltaao[w.de
acidos nucléicos.

Ficol GE Healthcare 17-1440-02 Alslamllento de células
sanguineas.

Fludarabina (2- Induccion de

fluoroadenina-9-p- D- Sigma-Aldrich F2773 A00DLOSiS

arabinofurandsido) pop '

fluoruro de

fenilmetanosulfonilo Sigma-Aldrich Z3482_50ML_ Inhibidor de proteasas

(PMSF)

Fluoruro de Sodio (NaF)  Merck 106449 Inhibidor de fosfatasas

FUGENE®HD Promega E2311 Transfeccion Celular.

Glicerol Fisher 10021083 Aporta densidad a las

muestras.




Glicina VWR ;'04201 100 -
[-Block™ Protein-Based  Applied- 12015 Blogueo de
Blocking Reagent Biosystems membranas para WB.
Ibrutinib Cayman 16274 Inhibidor de BTK.
. Selleck G
Idelalisib/CAL-101 . S2226 Inhibicion de PI3K&.
Chemicals
Inhibidor de ARNsa Life Inhibidor de la
(RNAin) Technologies  N8OBOTTY i/idad RNAsa.
(Thermo)
Isopropanol Merck 109634 F[’I’?CIpItaCIO?de
4cidos nucléicos.
Kanamicina Aplichem/ A1493,0005  Antibidtico.
Panreac
eyt ot s
galactosidasa (Galacton | Tropix T2222 galac
mediante una
Plus y Accelerator-Il) - .
reaccién luminiscente.
Leupeptina VWR J580-5MG Inhibidor de proteasas
LY294002 (LY) Calbiochem 440204 Inhibicion de PI3Ks.
Medio de cultivo celular BioWest L0103-500 Cultlvp de células
DMEM eucariotas.
Medio de cultivo celular Gibco 52400-025 Cultlvp de células
RPMI eucariotas.
L, MBL
NP-40 solucién 10% . JM-2111-100 Detergente.
Internacional
Ortovanadato de sodio  Sigma-Aldrich S6508-10G Inhibidor de proteasas
Fijacion/
Paraformaldehido Sigma-Aldrich P6148 Permeabilizacion
celular.
- - Life G
Penicilina/Streptomicina : 15070-063 Antibidticos.
Technologies
Pevonedistat (MLN4924) Cayman 15217-1 Inhibidor de a

neddilacién.




Random Hexamers

Life

Cebadores para la

(SuperScriptll)

(hexonucledtidos . 8080127 reaccion de retro-

. Technologies L
aleatorios) transcripcion.
Reactivo Luciferasa Promega E1483 Susjtrato de la enzima

luciferasa.
. . . Tincidn reversible para
Rojo Ponceau Sigma-Aldrich P3504 ,
detectar proteinas.
Sodium Dodecyl
Sulphate (SDS) VWR UN1325 Detergente.
Aporta factores de
90A3FBSE
Suero Bovino Fetal (FBS)  Tico Europe 08 3FBSEUS crecimiento en
cultivos celulares.
Superfect Quiagen 301305 Transfeccion celular.
Sustrato de la

. L fosfatasa de rabano

SuperSignal® West Dura  Thermo Scientific 34076 . .
picante con reaccion
quimioluminiscente.

Applied- Tincién fluorescente
™

SYBER ™ Green Biosystems 4309155 de ADN.

Tampon Tris, borato, Panreac/ A0972,9010 Szlliuzadon timpon

EDTA (TBE) Aplichem PE Hizadaen
electroforesis.
Amplificacién de

. Kappa KK1015

Taq ADN Polimerasa Biosystems 7958587001 fragmentos de ADN
por PCR.
Catalizador de la

Tetrametiletilenodiamina  _. reaccién de

(TEMED) Fisher BP150-20 polimerizacion de la
acrilamida.
Retrotranscriptasa.

Transcriptasa Inversa Fisher 18064-014 Polimerasa de ADN

que utiliza RNA como
molde.




Mezcla de una
proteasa y un agente

Tripsina 0,5%- EDTA Fisher Scientific ~ 25300-054 quelante utilizada
para despegar células
adherentes.

Tris-HCI Seeva 37190 Agente tamponante.

Triton X-100 Sigma-Aldrich T8787-100ml Detergente.

Reactivo comercial
utilizado en la

Trizol (TriReagent) Invitrogen TR118 extraccion de acidos
nucleicos.
Surfactante
TWEEN 20 VWR 9005-64-5 (detergente)
hidrofilico.
Medio de montaje
Vector

Vectashield . H-1200 con DAPI para
laboratories . .
inmunofluorescencia.

Tabla 2: Listado de lineas reactivos empleadas.

4. Analisis de la Expresion Génica mediante RT-PCR y
RT-qPCR.

4.1. Extraccion de ARN.

La extraccién de ARN se realiza para llevar a cabo estudios de
expresion génica. Para ello utilizamos el reactivo comercial TRIZOL. El
TRIZOL es una solucion mono-fasica inmiscible en agua de fenol e
isocianato de guanidina que mantiene la integridad de los &cidos
nucléicos. En este punto se pueden conservar a -80°C varios dias. A
este lisado se le afiade una mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1

v/v) seguido de vdrtex para una correcta emulsién de los



componentes, y de una centrifugacién (1500 rpm, 20 minutos a
temperatura ambiente) para separar la muestra en dos fases, una de
ellas acuosa y otra orgénica. Al pH del TRIZOL, el ARN permanecera en
la fase acuosa, mientras que el ADN y las proteinas quedan en la
interfase con la fase orgéanica. El ARN seré recuperado posteriormente
de la fase acuosa por precipitacion con isopropanol (se afade un
volumen de isopropanol correspondiente a 0,7 veces el volumen de la
muestra y se deja unos 10 min a temperatura ambiente; centrifugacién
a 1500 rpm, 20 min a 4°C). Finalmente, para eliminar las posibles
impurezas en forma de sales se lava el pellet de ARN con Etanol al 80%
en agua DEPC (centrifugacién a 1500 rpm, 10 min a 4°C). Una vez seco,
se resuspende el pellet en un volumen de agua DEPC adecuado en

funcién del pellet obtenido.

La cuantificacion de las muestras se lleva a cabo mediante la
lectura de su absorbancia a 260nm en un espectrofotémetro
(Nanovue, GE Healthcare). La pureza se mide mediante el cociente
entre la absorbancia a 260nm y a 280nm, el cual hace referencia a la
cantidad de proteina presente en la muestra. Un resultado de 2,0
indica un ARN puro, sin contaminantes. Para evaluar la integridad del
ARN, se realiza una electroforesis de cada muestra en un gel de
agarosa al 1% en tampon tris-borato-EDTA (TBE). La electroforesis se
lleva a cabo en una cubeta (Bio-Rad) a 150V durante 20 minutos. El

ARN se almacena para su conservacion a -80°C.

4.2. Obtencion del ADN complementario.

Para la evaluacidén de la expresion del ARNm de diferentes
genes se utilizd una técnica basada en la PCR, para lo que es necesario
convertir el ARN total extraido a ADN, que recibe el nombre de ADN
complementario (cDNA). Para ello se realiza una retrotranscripcién in
vitro utilizando la transcriptasa inversa de MMTV (SuperScriptll) sobre

el molde de nuestro ARN. Previo a esta reaccidn, el ARN total es
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desnaturalizado a 65°C y enfriamiento rapido, para deshacer las
estructuras secundarias del mismo y asi facilitar el acceso a la
retrotranscriptasa. En la desnaturalizacion se incluyen 2ug de ARNm
total en presencia de agua, hexdmeros de oligonucledtidos como
cebadores (Random Hexamers) y los desoxirribonucleétidos trifosfato
(dNTPs). Tras el enfriamiento rapido en hielo, se afade una mezcla con
el resto de componentes (tampdn 5x, DTT, 0,25 U/ul de inhibidor de
ARN y 5 U/ul de transcriptasa inversa). El emparejamiento de los
hexanucledtidos al azar se consigue con una incubacién a 25°C
durante 5 minutos, tras lo que se incuba a 42°C durante 1 hora para
que trabaje la retrotranscriptasa. La reaccién se termina
desnaturalizando la enzima a 95°C durante 5 minutos. Para llevar a
cabo las reacciones se emplea un termociclador (VWR). Las muestras

se guardan para su conservacion a -20°C.

4.3. Diseio de oligonucleétidos cebadores para PCR y qPCR.

Para el disefio de los oligonucledtidos cebadores se emplea el

programa informético “Primer Blast” (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Se

consideran adecuadas las parejas de oligonucledtidos cuya longitud
se encuentre en torno a 20 bases, su temperatura de melting (Tm)
aproximadamente de 60°C y que su composicion no favorezca la
aparicion de estructuras secundarias. Ademds, se comprueba
mediante un andlisis nBlast (nucleotide Basic Local Aligment Search
Tool) que el amplicén producto de los oligonucledtidos seleccionados
corresponda Unicamente al gen de interés y no amplifique otras
secuencias en las células de estudio. Teniendo en cuenta estos
parédmetros, los cebadores u oligonucleétidos empleados se muestran

en la siguiente tabla.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

5'-GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCA-3
GAPDH 5'-CGGCCATCACGCCACAGTTTC- 3’ 416

5-GCGGGAAATCGTGCGTGACATT-3
B-ACTINA 5'- GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG-3' 232

5'-GAGCTCAAGGGTCAGGGCAA-3
FANCA 5'-AGGTCCCGTCAGAAGAGATGA-3' 224

5'-CCGCTGCGTTGAGTTTCATAA 3’
FANCB 5 TGGAAAACAAGGACTTCCCCAT-3" 281

5'-CCTGAAGGTGATAGCGGTGG-3'
FANCF 5'-GCGACAAAAGGCAGCAAAGA-3' 196

5-ACCGGGACTTGCAGGGTGAA-3’
FANCD2 5-AGGCAAAGTTCTGCTCCACCAACT-3' 194

S TGGAAGTTTGTGGCGGAGTT- 3’
FANCI 5-AATCCCCCGATTCCACCAAC-3' 278

P53 5'-GTTCCGAGAGCTGAATGAGG-3' 158
5" TCTGAGTCAGGCCCTTCTGT-3'

21 5-GAGGCACTCAGAGGAGGCGCCAT-3" 224
P 5'- CACACGCTCCCAGGCGAAGTC-3'

27 5'-CAGCTTGCCCGAGTTCTACT-3' 238
P 5'- AGAAGAATCGTCGGTTGCAGG-3'

ANGT3 5'.CGCCTACCATGCTGTACGTC-3' e
P 5'- GTGCTGGACTGCTGGAAAGT-3'

NUB1 5-GGCAAAGAGAGCAGCAGAGA-3’ 208
5'- TTCCAGGCGGAAGTAACACC-3

NOXA 5-AGCTGCGTTTCACCAGGG- 37 101
5 -TCCAGCTACTTGCACTTGTTCCT- 3’

PUMA 5-AGATTTGTGGTCCTCAGCCCTCG- 37 199
5-CGCCGCTCGTACTGTGCGTT- 3’

5-CGAGCTTGGCTGCTTCTGG- 37
MDbM2 5-ATTGCACATTTGCCTGCTCC- 3 305

Tabla 3: Listado de las secuencias de los cebadores utilizados.
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El anélisis de los niveles de mensajero de los genes a estudio se
realizé mediante una técnica basada en la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) de forma cuantitativa o semicuantitativa. La PCR es
una reaccién de replicacion del ADN reiterada in vitro, que aprovecha
la resistencia a altas temperaturas de la ADN polimerasa de
determinados organismos terméfilos. La reaccidén consta de tres etapas
que se repiten un determinado nimero de veces o “ciclos”. Cada ciclo
comienza con una etapa de desnaturalizacion del ADN molde a 95°C
durante 30 segundos, una etapa de emparejamiento de los cebadores
especificos a 57°C durante 30 segundos, y una etapa de elongacién o
sintesis del ADN a 72°C durante un tiempo que depende del tamafio
del amplicén (la polimerasa avanza a una velocidad de
aproximadamente 1 Kilobase por minuto). De esta forma, el nimero de
moléculas del amplicén crece de manera exponencial con cada ciclo,

hasta que el sistema se satura.

Asi, la PCR cuantitativa monitoriza la amplificacion del ADN a lo
largo de toda la reaccién, para asi poder comparar las cantidades de
los amplicones en la fase exponencial de la reaccién, justo cuando son
proporcionales a las cantidades de los respectivos mensajeros de los
que provienen en la muestra. Por su lado, la PCR semicuantitativa se
basa en una estimacién previa de dicha curva de amplificaciéon para
cada mensajero, de modo que las amplificaciones se realizan durante
un numero de ciclos determinado para cada gen, hasta que los
amplicones estén acumuldndose exponencialmente, momento en el

que se analiza su cantidad mediante electroforesis.

4.4. Deteccion de la expresion génica mediante PCR

semicuantitativa.

Para evaluar los niveles de ARNm se emplea la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando como enzima la DNA-

polimerasa de Thermophilus Aquaticus (Taqg). Se emplea el Kit Kappa



Tag ADN Polimerasa. Los anaélisis de PCR se llevan a cabo en las
siguientes condiciones: para los controles de carga, GAPDH y B-actina
un programa de 25 ciclos de amplificacién Para el resto de los genes
analizados se emplea un programa de 32 ciclos de amplificacion. En
todos los casos, las bandas se visualizaron mediante electroforesis y
tincion con bromuro de etidio. Los resultados muestran los niveles
relativos del ARNm de interés y los niveles de ARNm de los controles

internos GAPDH y B-actina empleados.

4.5. Detecciéon de la expresion génica mediante PCR

cuantitativa (QPCR) a tiempo real.

La reaccion de gPCR a tiempo real consiste en monitorizar el
progreso de la reaccion a medida que va ocurriendo. El fluoréforo
SYBER Green se une especificamente a cadenas de doble hebra de
ADN, permitiendo que el sistema de PCR a tiempo real detecte la
cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR. La
deteccién se realiza al mismo tiempo que la amplificaciéon. En esta
técnica, se marca el umbral de fluorescencia en el punto en que la
reaccién de amplificacion se encuentra en fase exponencial. El ciclo en
el cual la reaccion de amplificacién atraviesa este umbral de
fluorescencia se denomina Ct y depende de la cantidad de ADN

complementario presente en la muestra.

Para realizar la qPCR se afaden por cada muestra 1pl de
dilucién (1/10) de ADNc, 0,2uM de la mezcla de los oligonucledtidos
especificos sentido y antisentido, 12,5ul de SYBR® Green PCR Reaction
Mix y 9,5ul de agua destilada. Por cada pocillo de las placas de 96
pocillos se cargan 25pl finales y todas las muestras se analizan por
triplicado. La técnica se realiza en un termociclador modelo 7300
RealTime PCR System (Applied Biosystems). Las condiciones de gPCR
utilizadas fueron: i) un primer segmento de desnaturalizacién de un

ciclo a 95°C durante 10 minutos; ii) un segmento de emparejamiento y
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elongacion de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 57°C y 72°C
durante un minuto, que se realizé durante 40 ciclos; iii) la curva de
disociacién, un solo ciclo de 95°C durante 15 segundos, 30 segundos a
60°Cy 15 segundos a 95°C. Se toman medidas de fluorescencia al final
de cada paso de emparejamiento del segundo segmento durante la
amplificacion y en el segmento final, para realizar la curva de

disociacidn.

Cuando se representa la derivada de la fluorescencia frente a la
temperatura, aparece un pico correspondiente a la temperatura de
fusién del producto (Tm). El &rea del pico es proporcional a la cantidad
de producto de amplificacién obtenido. En las condiciones en las que
amplifica mas de un producto, se detectan varios picos, cada uno con

una Tm caracteristica.

Los resultados se analizan utilizando como control interno
GAPDH o B-actina. Se emplea un método de cuantificacion relativa
basado en la comparacién de los valores Ct (ACt), en el que cada valor
Ct es el ciclo en el cual la producciéon de fluorescencia cruza el umbral
establecido. Se supone una eficiencia éptima de reaccién en las PCRs
tanto del gen objeto de estudio como del gen de referencia (404). Este
es el método 2 elevado a delta-delta Ct, que expresa la proporcién
obtenida de la relacién entre los valores Ct de la muestra y los valores

Ct del control, que se resume en la siguiente ecuacién:

ratio= 2 -[ACtmuestra- ACtcontrol]

Como controles negativos se cuantifican en la misma placa
pocillos con agua destilada en lugar de ADNc para poder detectar

cualquier amplificaciéon por contaminacion.



5. Analisis estadistico.

Los datos se analizan utilizando SPSS v15.0 (Inc., Chicago,
lllinois, EE. UU.) Y la versién 1.37 de EZR para R commander. El anélisis
descriptivo se realiza con las frecuencias y la mediana y el rango
intercuartil para los datos cualitativos y cuantitativos, respectivamente.
Las comparaciones de dos y dos grupos de muestras mas se realizaron
utilizando la prueba de Student no pareada de dos caras y la prueba
ANOVA, respectivamente. Las comparaciones de los datos cualitativos
se realizaron con la prueba Chi2 y la prueba de Fisher. La probabilidad
de progresion se calculé utilizando la incidencia acumulada de eventos
en competencia. Los valores de p <0,05 se consideraron

estadisticamente significativos.

6. Analisis de secuenciacion de ARN.

Se llevd a cabo un andlisis de secuenciacién de ARN (RNAseq),
a partir de 20 millones de células mononucleares obtenidas de sangre
periférica del paciente LLC362 (63600 leucocitos / pl y 91.9% de
linfocitos). Para ello, las células se sometieron a electroporacién con un
vector de expresién para FANCA o un vector vacio en las condiciones
descritas anteriormente. Después de 36h en cultivo, se extrajo el ARN
total utilizando el método de TRIZOL y se envidé a la compafia BGI
(Copenhague, Dinamarca) para la secuenciacion completa del
transcriptoma, utilizando la plataforma BGISEQ-500. El anélisis

bioestadistico ha sido proporcionado por la misma empresa.
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7. Anadlisis de la actividad transcripcional mediante

construcciones reporteras de luciferasa.

Para realizar este tipo de ensayos se han utilizado dos
plasmidos, por un lado el vector pG13Luc p53-reporter, cedido por la
Dra. Dolores Delgado (IBBTEC, Santander, Espana), y por otro lado el
plasmido pGL P2p73, obtenido a partir de un fragmento genémico de
PCR de 1001 pb (de -994 a +7, relativo al inicio de la traduccién),
perteneciente al segundo promotor de TP73, que se amplificd con
cebadores especificos (sentido 5- GAAAGCAGGCAGGTGGTTTGGG-3
y antisentido 5 -TGAATCCAACAACAAAACCCGC- 3" )y se clond en el
vector reporter de luciferasa pGL2basic (Promega). Las células
HEK293T se cotransfectaron por triplicado por el método del fosfato
célcico, con 2 pg de las construcciones descritas, 1 pg de los vectores
de expresion indicados en cada experimento y 0,2 pg de pCMV-
galactosidasa. Las actividades de luciferasa y B-galactosidasa se miden
en un luminédmetro (Luminoskan Ascent, Thermo Scientific), de 24 a 48
h después de la transfeccién, incubando los extractos celulares con sus
respectivos sustratos. Las actividades de luciferasa se normalizan frente

a la B-galactosidasa para obtener una actividad de luciferasa relativa.



8. Analisis de Proteinas por Western Blotting.

Para la obtencion de lisados celulares, una vez recogidas y
lavadas las células, se lisan en el buffer de lisis (50mM Tris-Cl pH=7.4;
150mM NaCl; 5mM MgClI2; TmM EGTA; 10% Glicerol; 0,1% NP-40) al
que se le afladen los inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 1M;
Ortovanadato de sodio 1M; DTT 100mM; Aprotinina 5mg/ml;
Leupeptina 5mg/ml; PMSF (fluoruro de fenilmetanosulfonilo) 100mM;
B-glicerofosfato 1M). Los precipitados celulares se resuspenden, en un
volumen de tampdn entorno a 100ul-300ul en funcién del tamafio de
los mismos y se dejan lisando en hielo durante aproximadamente 20
minutos. A continuacién se centrifugan (1500rpm durante 20min a 4°C)
y el sobrenadante, que contiene el extracto total de proteinas, se
traspasa a un eppendorf limpio. Se puede almacenar a -80°C hasta el
momento de su uso. La cuantificacion de la concentracién de proteina
se determina por BCA, siguiendo las instrucciones del fabricante, en
placas multipocillo de 96 en el sistema lector de absorbancia Multiskan
FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, Inc). Las muestras de
proteina (cantidad variable entre 10ug-50ug) se calientan a 95°C
durante 5 minutos para su desnaturalizacién en tampdn de carga con
DTT. Se resuelven por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida-
SDS (SDS-PAGE) de un porcentaje de acrilamida adecuado para la
correcta migracién de la proteina a analizar (8%-15%). La electroforesis
se realiza en las condiciones de 120V y 300mA, en una cubeta (BioRad)
empleando un tampdn de electroforesis TRIS-Glicina (2,5 mM Tris, 19,2
mM glicina, 0,1% SDS). Seguidamente, las proteinas se transfieren a
una membrana Amersham Hyband PVDF de 0,45um de poro (GE
Healthcare, Life Sciences) durante 50 minutos a 360mA en la misma
cubeta y en frio. Como tampdn de transferencia se emplea 2,5 mM Tris,
19,2 mM glicina y 20% MeOH. Finalizada la transferencia, se hacen tres
lavados de 5 minutos con agua destilada de la membrana en agitacién
y a temperatura ambiente. A continuacién, se incuba la membrana

durante 1 hora con solucién de bloqueo (2mg/ml i-block y 0,1%
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TWEEN20 (v/v) en PBS) en agitacién y a temperatura ambiente para
bloquear las proteinas que no interesan y seguidamente comienza la
incubacion con el anticuerpo primario. El anticuerpo primario va
diluido en solucion de bloqueo, y la incubacién se lleva a cabo durante
12-14 horas a 4°C en agitacién. Finalizada la incubacién, se retira el
anticuerpo primario y la membrana se lava tres veces con TBST (50mM
Tris, 150mM NaCl y 0,1% Tween 20) durante 10 minutos cada lavado y
comienza la incubacién con el anticuerpo secundario durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios se utilizan diluidos

1:10000 en solucién de bloqueo.

El anticuerpo unido se detect6 mediante un ensayo de
quimioluminiscencia, utilizando como sustrato SuperSignal® West
Dura, en un sistema fotografico Image Quant LAS4000 (GE Healthcare,
Little Chalfont Buckinghamshire, Reino Unido). Los anticuerpos

empleados en los estudios se muestran a continuacion, tablas 4y 5.

Nombre . Casa . .. .. Gradode

. Especie . Referencia  Anfitrion ot
Anticuerpo comercial especificidad
Anti Santa Cruz ,
ALFA-Tubulina Biotechnology 5¢-23948 Ratén Monoclonal
Anti ERK2 Humano, Santa Cr

I Ratdn, . He Sc-154 Conejo Policlonal
(C-14) Biotechnology

Rata

Anti PANCA Humano AbCam Ab5063-100  Conejo Policlonal
(ab506)

. Santa Cruz ,
Anti FANCD2  Humano ) Sc-20022 Raton Monoclonal

Biotechnology

Anti FLAG . ,
(FG4R) Humano Invitrogen Ma1-91878  Ratén Monoclonal

. Santa Cruz ,
Anti GAPDH Humano . Sc-47724 Ratén Monoclonal

Biotechnology

Anti HA-probe Santa Cruz

(12CAS5) " Biotechnology <792 Raton  Monoclonal



. Humano,

Anti NEDDS Ratdn, AbCam Ab81264 Conejo Monoclonal
(Y297)

Rata
Anti NUB1 Humano, ¢ ta Cruz

Raton,  —oa - Sc-377003  Ratén  Monoclonal
(F-10) Biotechnology

Rata
Anti p53 Santa Cruz . .
(FL-393) Humano Biotechnology Sc-6243 Conejo Policlonal
Anti PARP Santa Cruz . .
(H-250) Humano Biotechnology Sc-7150 Conejo Policlonal
Anti
Ubiquitina - ;?;::(:E;uozlo Sc-9133 Conejo Policlonal
(FL-76) 9

Tabla 4: Listado de los anticuerpos primarios empleados.

Anti Rabbit . Santa Cruz ,

I9G-HRP Conejo Biotechnology Sc-2357 Raton Monoclonal
Anti Goat IgG- Cabra S'anta Cruz Sc-2768 Conejo Monoclonal
HRP Biotechnology

m-lgGk BP- , Santa Cruz

HRP Ratén Biotechnology Sc-516102 - Monoclonal
Anti Mouse

lgG H&L Raton AbCam Ab6785 Cabra Monoclonal
(FITC)

Tabla 5: Listado de los anticuerpos secundarios utilizados.
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Las membranas se pueden volver a incubar con nuevos
anticuerpos eliminando primero los anteriores. Para ello, finalizado el
revelado hay que lavar bien la membrana con TBST y aclarar con agua
destilada. A continuacién, se incuba durante 60 minutos a temperatura
ambiente en buffer de stripping (Glicina 200mM pH 2,8; EGTA 1TmM;
0,1% SDS). Transcurridos los 60 minutos, se lava la membrana con agua
destilada y TBST. A partir de este momento se bloquea la membrana
de nuevo y podria comenzar una nueva incubacién con otro

anticuerpo primario.

9. Inmunofluorescencia de p53.

Las células HEK293T se cultivan en cubreobjetos hasta un
60-70% de confluencia. Una vez transfectadas con los plasmidos de
interés se fijan en p-formaldehido al 4% durante unos 15 minutos a
temperatura ambiente en agitacidon. Posteriormente comienzan 3
lavados con PBS1X de 5 minutos cada uno, para eliminar el
formaldehido, ya que posee cierta fluorescencia. Terminados los
lavados, se permeabilizan con Triton X-100 al 0,5% durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Finalizada la permeabilizacién, se lavan los
cristales dos veces con PBS1X y un ultimo lavado de 5 minutos con
PBS-TWEEN20 0,05%. A continuacion, se incuban durante la noche a
4°C con un anticuerpo anti-p53 (FL-393). Después de un lavado
prolongado al dia siguiente, la deteccidén se llevd a cabo con un
anticuerpo secundario conjugado con FITC. La incubaciéon con el
anticuerpo secundario se realiza durante 45 minutos a temperatura
ambiente y preservando las muestras de la luz. Después de 3 lavados
en PBS1X, los cubreobjetos se montan utilizando un medio de montaje
VectaShield con DAPI.



10. Produccidn de virus e Infeccidn lentiviral.

Para mejorar la eficiencia de transfeccién de FANCA en células
B-LLC y en una linea celular linfoblastoide, las células fueron infectadas
con particulas lentivirales empaquetadas en células HEK293T. Para la
produccion de las particulas virales, las células HEK293T (1x10¢) se
cultivaron en medio DMEM completo hasta un 60%-70% de
confluencia, aproximadamente, en frascos de cultivo celular de 25 cm2
(Tss), y se transfectaron por el método del fosfato célcico con una
mezcla de plasmidos diferentes: tres vectores que codifican para la
envuelta proteica del virus y la transcriptasa reversa (pRSV-Revy,
pMDLg/pRRE y pCMV-VSV-G) y un vector viral de expresion para el
gen deseado (FANCA (S11FAIEG), MDM2 (PLKO-CMV MDM2) o el
correspondiente control (PLKO Cyan)). El pldsmido de expresion para
FANCA contiene el gen que codifica para la proteina GFP (Green
Fluorescence Protein), mientras que el vector vacio utilizado contiene
una modificacién de dicho gen que varia su espectro de emisién
fluorescente (Cyan). Tras la transfeccién, las células se incubaron
durante 16 horas a 37°C y 5% de CO.. Al dia siguiente, se recogieron
los sobrenadantes con las particulas lentivirales y las células HEK293T
se procesaron para evaluar la eficiencia de transfeccién mediante la
expresiéon de GFP y Cyan por citometria, en la Unidad de Citometria
del Servicio de Hematologia del HUMV. La infeccién de las células B se
llevd a cabo en tubos Falcon de 15ml (FALCON) a 37°C y 5% de CO,
durante 12-16 horas. Para ello, las células se cultivaron con los
sobrenadantes correspondientes (500pl), filtrados previamente, en
filtros de 32 ym de didmetro (Life Science), en un tubo por cada tipo
de particula viral. Pasado el tiempo de infeccidn, el sobrenadante fue
eliminado y las células se pusieron en cultivo con medio RPMI
completo fresco, junto con un el reactivo CFSE para llevar a cabo el
ensayo de proliferacién celular en placas de 6 pocillos (Thermo

Fischer).
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11. Ensayos de proliferaciéon celular.

La proliferacién celular se midié utilizando el kit de proliferacion
de células CellTraceTM Far Red, para citometria de flujo. El método
estd optimizado para monitorizar la proliferacion de linfocitos B. El
reactivo se prepara segun las instrucciones del fabricante. Se disuelve
en DMSO a una concentracién de stock de 1TmM, mientras que la
concentracion de trabajo serd de 1uM, suficiente para reconocer en
torno a 5 generaciones. Se emplea una concentracién celular de 10¢
células /ml. Cuando las células se incuban con el reactivo CFSE (éster
succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina) para llevar a cabo
el ensayo, se dejan crecer en una atmdsfera humidificada durante 72
horas. En ese tiempo, el tinte se distribuye entre las dos células hijas en
cada divisién y su fluorescencia se reduce a la mitad. La intensidad de
fluorescencia de las diferentes generaciones de células se midié con
un citdmetro (NAVIOS 3-L, Beckman Coulter).

12. Estudio del neddiloma.

El método descrito por Xu et al. (376) se ha convertido en
referencia para el estudio de las alteraciones en las modificaciones
postraduccionales. De hecho, las compafias de biotecnologia como
Cell Signaling Technology ofrecen en la actualidad un servicio basado
en él, llamado UbiScan, para la elaboracién de perfiles de
modificaciones postraduccionales en diferentes tejidos. Nuestro
laboratorio ha llevado a cabo un estudio global de modificaciones
postraduccionales en células B primarias obtenidas de pacientes con
LLC, empleando esta plataforma (Ubiscan de Cell Signaling
Technology). La técnica consiste en lo siguiente; Se obtuvo un extracto
total de proteinas de dos pacientes de LLC seleccionados por sus

caracteristicas clinicas. Dicho extracto fue digerido con la



endopeptidasa tripsina, que corta las proteinas en el extremo C-
terminal de los residuos de lisina (K) o arginina (R). Dado que la
ubiquitina, NEDDS8 e ISG15 se unen a la lisina de las proteinas diana a
través de una secuencia de dos glicinas seguidas de una arginina, la
digestion con tripsina deja un remanente de Diglicina (GG) unido a la
lisina diana. Esta diglicina es reconocida por el anticuerpo especifico
UbiScan, cuya patente posee Cell Signaling. Después del
enriquecimiento por inmunoafinidad de los péptidos que contienen
este remanente GG, se procedid a la identificacién de los mismos por

espectrometria de masas.
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1. Funcion que desempeiia el gen FANCA en la LLC.
1.1. Expresién de genes FANC en muestras de LLC.

Ya que las proteinas FANC se relacionan con la reparacién del
ADN vy el control tanto del ciclo celular como de la apoptosis (316), se
investigd su papel en la deficiencia de muerte celular programada que
presentan las células B-LLC. Para ello, se llevé a cabo un estudio de la
expresiéon de 5 genes FANC: FANCA, FANCB, FANCF, FANCI vy
FANCD2, en células B de sangre periférica obtenidas a partir de
pacientes afectados de LLC. Como control se utilizaron dos fuentes
diferentes de células B: células B periféricas CD19+ obtenidas de
capas leucociticas (buffy coats) de donantes sanos, y células B
obtenidas de amigdalas resecadas. En la figura 16 se representa la
expresién de los genes FANC en las muestras analizadas provenientes
de las diferentes fuentes. De forma general, se pudo observar que la
expresion de los diferentes genes en la LLC fue baja y bastante similar
a la de sus homdlogos de control de sangre periférica. Sin embargo, la
expresién de FANCA y FANCI en las amigdalas fue mayor que en la
sangre periférica, tanto en las muestras afectadas de LLC como en los
controles (p <0.001). Estos datos sugieren que puede existir una
asociacion entre la expresion de estos dos genes y la interaccién de las
células B con el estroma de los drganos linfoides, un factor de

supervivencia conocido para las células B-LLC (200).
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Figura 16: Diferencias en la expresion
de genes FANC, analizados por qPCR,
entre pacientes con LLC y células B
CD19+ de control, obtenidas a partir
de amigdalas resecadas o sangre
periférica de donantes sanos. Los
diagramas de cajas representan la
expresién de cada gen FANC en relacion
con la expresién del gen de control
GAPDH. Se ha utilizado un eje
logaritmico para representar todos los
genes FANC. El rango de bigotes
representa el minimo y el maximo. Las
diferencias entre la expresion génica y las
muestras se ha calculado utilizando la
prueba de ANOVA *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001.



1.2. Asociacion estadistica entre la sobreexpresion de FANCA y
un peor prondstico clinico en pacientes con LLC.

Entre las muestras analizadas, se observd un cierto nimero de
pacientes de LLC con una elevada expresiéon de FANCA, més similar a
la encontrada en linfocitos B obtenidos de amigdalas (figura 16), por
lo que se quiso investigar si este hecho podria asociarse con
manifestaciones clinicas especificas de esos pacientes. Para ello, se
llevaron a cabo estudios citogenéticos, mostrados en la tabla 6,
observédndose que la sobreexpresién de FANCA estaba relacionada
estadisticamente con el sexo masculino (p = 0.028), y la delecién
11923 (p = 0.022).

Género, Masculino, n(%) 4 (55.7%) 8(81.8%) 0.028
Edad, afios, media 65.7 64.8 0.786
Estadio de Rai, lI-IV 4(5.1%) 3(13.6%) 0.236
Estadio de Binet, B or C 7 (8.9%) 5(22.7%) 0.118
Analisis citogenético disponible 60 (75.9%) 17 (77.3%) 0.897
- FISH anormal 36 (60.0%) 9(52.9%) 0.143
- Delecién 13q14 18(30.0%) 4(23.5%) 0.602
- Trisomia del 12 15(25%) 2(11.8%) 0.245
- Delecion 11923 4(6.7%) 5(29.4%) 0.022
- Delecion 17p13 3(5.0%) 1(5.9%) 0.885

Tabla 6: Diferencias en las caracteristicas clinicas y citogenéticas de los pacientes
estudiados, en relacién con su nivel de expresiéon de FANCA. Se considera un valor
relativo de expresion de ARNm FANCA/GAPDH de 21,5, como el limite para definir la
expresidon de FANCA alta o baja. El anélisis estadistico se ha llevado a cabo utilizando

la prueba Chi2 y la prueba T de Student no pareada (para muestras independientes).
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También se llevd a cabo el andlisis de la expresién de los
diferentes genes FANC en las muestras LLC de pacientes en
progresién, en comparacién con aquellos que mostraban una
patologia estable. Lo que observamos fue una asociacién
estadisticamente significativa entre los niveles elevados de expresién
de los genes FANCA y FANCF y la progresion de la enfermedad, como
se observa en la figura 17.
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Figura 17: Analisis de la expresién de
los genes FANCA, FANCF, FANCI,
FANCD2 y FANCB mediante qPCR en
muestras de LLC, de acuerdo con el
nivel de progresién de la enfermedad.
Los diagramas de caja representan la
expresion de cada gen FANC en relacion
con la expresién del gen control GAPDH.
Se ha utilizado un eje logaritmico para
representar todos los genes FANC
excepto FANCD2. El rango de bigotes
representa el minimo y el maximo. Las
diferencias entre la expresion génica y la
progresion de la enfermedad se han
1- calculado utilizando la prueba T de

No (N=3) Si (N=5) Student no pareada. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001.

FANCB

La probabilidad de progresién fue mas corta en pacientes con
elevados niveles de expresién de FANCA, concretamente de 82,7
meses [Intervalo de confianza del 95%: 51.03-NA] , frente a 165,4
meses [Intervalo de confianza del 95%: 118.2-NA]; (p = 0,012) (figura
18A). Esta observacién se confirmé en una cohorte independiente de
pacientes con LLC, como se muestra en la figura 18B. Todos estos
datos apoyan la sobreexpresion de FANCA como un marcador de mal

prondstico en la LLC.
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Figura 18: Probabilidad de progresiéon en funcién del nivel de expresion de
FANCA en pacientes con LLC. (A) La progresién se ha definido como el intervalo
entre el diagnéstico y el primer signo de enfermedad activa. La probabilidad de
progresién se ha calculado utilizando la incidencia acumulada de la recurrencia de
eventos competitivos y la prueba de rango logaritmico. Se considera un valor relativo
de expresion de ARNm FANCA/GAPDH de 21,5, como el limite para definir la
expresion de FANCA alta o baja. (B) Supervivencia libre de progresion en una segunda
cohorte de pacientes con LLC. Un valor de expresion de ARNm de FANCA/GAPDH
relativo de 40 se considera el limite entre los niveles de expresién de FANCA altos y

bajos.

1.3. La sobreexpresion de FANCA en las células de la LLC altera

la expresion de muchos genes de supervivencia celular.

Para investigar el mecanismo que subyace al peor prondstico
de los pacientes con elevada expresién de FANCA, se reforzé la
expresion de este gen en células B obtenidas de pacientes con LLC.
Para ello, se transfectaron estas células mediante electroporacion con
un vector de expresién para FANCA, y se analizaron los cambios en la
expresién génica mediante secuenciacion del ARN (RNAseq). Tras el
anélisis de los datos, se detectaron cambios significativos en la
acumulacién de 265 ARNm, de los cuales, 199 se encontraban

regulados positivamente y 66 regulados negativamente (figura 19).



Aumento/ Figura 19: Alteracion de la expresion
DiZTr:‘e::ié” génica inducida por FANCA. El heat-
Disminucisn Map representa los genes expresados
diferencialmente (DEG) en una muestra
del paciente LLC362, tranfectada con un
vector vacio (C), o con un vector de
expresién para FANCA (FA). El eje x
representa estas 2 condiciones. El eje y
representa los DEGs. La escala de colores
representa el nivel de expresion del gen
transformado log10 veces en cada
condicién. La barra de la izquierda indica
la variacion cuando se transfecta FANCA:
el color azul representa un aumento,
mientras que el color rojo indica una
reduccion en la expresiéon del ARNm del
gen correspondiente.

El andlisis bioestadistico de estos genes expresados
diferencialmente, revelé que muchos de los genes clasificados como
reguladores negativos de la muerte celular estaban regulados
positivamente cuando se sobrexpresaba FANCA (http: // amigo.
geneontology.org/amigo/term/G0:0060548) (tabla 7).

Muerte Celular
2919  CXCL1 Aumento 2,5
2920 CXCL2 Aumento 1,6
54210 TREM1 Aumento 2,3
6364  CCL20 Aumento 1,3
2921 CXCL3 Aumento 1,8
3576 CXCL8 Aumento 1,3
22914 KLRK1 Aumento 1,8
5473 PPBP Aumento 11

Regulacién negativa de la muerte celular

4318 MMP9Q Aumento 2,9


http://geneontology.org/amigo/term/GO:0060548

64919
2207
2247
6347
5329
5166
1270
1718
8877
6352
5055
8870
3620
1440
3491
3569

BGI_novel_G000202
6653
2776
2821
1191
4233
3875
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Tabla 7: Genes expresados diferencialmente en células B-LLC que sobreexpresan
FANCA, relacionados con la regulacion negativa de la muerte celular. Andlisis
ontolégico de los genes expresados diferencialmente inducidos por la sobreexpresion
de FANCA. Se muestran dos categorias de la base de datos AmiGo 2 (http://
amigo.geneontology.org) relacionadas con la inhibicién de la muerte celular y la

variacién de veces en la expresién del ARNm de los genes que se encuentran por

debajo.

BCL11B
FCER1G
FGF2
CCL2
PLAUR
PDK4
CNTF
DHCR24
SPHK1
CCL5
SERPINB2
IER3
IDO1
CSF3
CYR61
IL6
NA
SORL1
GNAQ
GPI
CLU
MET
KRT18

ADAMS8

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Disminucién
Aumento
Aumento
Aumento

Disminucién

-1

2.2
1,5
23
3.2
23
1,7
5,9
4,8
1,1
1,1
1,6
1,2
1,4
13
45
13
8,4
1,1
4,2
4,5
1,5

1,4

i

-1.1


http://amigo.geneontology.org
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1.4. La sobreexpresion de FANCA en células de LLC afecta la
expresion de las dianas de p53, p21 y ANp73.

Estad descrito que las células que carecen de una ruta FA-BRCA
funcional (343) presentan una activacién excesiva de p53, junto con
una elevada apoptosis. Por esta razén, nos centramos en analizar la
expresiéon de diferentes genes diana de p53 en células B-LLC que
sobreexpresan FANCA. Para ello, comparamos los genes que se
encontraron diferencialmente expresados en nuestro RNAseq, con la
lista de 116 genes diana de p53 descritos como activados en al menos
6 de los 16 conjuntos de datos, obtenidos de estudios de genes
regulados por p53 (344). La figura 20 muestra cémo la sobreexpresién
de FANCA afecta a la acumulaciéon de los genes diana de p53 mas

expresados en las muestras de LLC analizadas.
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Figura 20: Variacion en la expresion de genes diana de p53 inducida por FANCA.
Anélisis de la expresion de ARNm de los genes diana de p53 més expresados en LLC,
inducida por FANCA.




A partir de estos datos, para poder obtener una informacion
mas detallada del efecto que ejerce FANCA sobre la regulacidn
transcripcional por p53, se realizaron experimentos in vitro con dianas

bien conocidas de p53.

En nuestro analisis RNAseq encontramos que p21, una proteina
que interactia con CDK (CDKN1A) y diana de p53, mostraba una
expresién reducida de ARNm, de unas 20,95 veces, tras la transfeccién
con el vector de expresion para FANCA. Quisimos confirmar este
resultado empleando otras muestras de células B-LLC primarias, y
aunque con variaciones entre los pacientes analizados, pudimos
observar una reduccion en el nivel basal de expresion del ARNm de
p21 en células B-LLC transfectadas con un plasmido de expresion para
FANCA (figura 21).

LLC76 LLC358

0,03 A . .z
Figura 21: La sobreexpresién de

FANCA altera la expresiéon del
ARNm de p21. Anidlisis
cuantitativo por RT-PCR de
muestras de ARN extraidas de dos
pacientes LLC diferentes,
transfectadas con un plasmido de
expresion para FANCA o un vector
vacio como control.
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ARNm p21 / B-actina

FANCA + +

Por otro lado, analizamos cémo afectaba la sobreexpresion de
FANCA a la induccién de p21 con ésteres de forbol (como 12-o-
tetradecanoilforbol-13-acetato, TPA) o con el fdrmaco fludarabina en
células B-LLC. Observamos que las células transfectadas con un vector
de expresion de FANCA no acumulaban el mensajero de p21 de igual
manera que las transfectadas con un vector vacio, lo que apoya la idea
de que FANCA bloquea la expresién de p21 (figuras 22A y 22B). El

efecto que se observa sobre p21 es comparable al observado sobre



ANp73, otra diana conocida de p53 (figuras 22A y 22B). Mas aun,
FANCA bloqued la induccién de p21 mediada por la sobreexpresion
de p53, hecho que confirma que FANCA interfiere con su funcién
(figura 22C).
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ANp73 + o+ - JNK  p53
FANCA + o+ FANCA + + +
Fludarabina + + +
B-actina
B-actina
FANCA
ANp73
FANCA ps3
p21 p21

Figura 22: La sobreexpresion de FANCA altera la expresién del ARNm de dianas
de p53 como p21 y ANp730. (A) Anélisis de la acumulacién de ARNm de p21 en
relacién con la expresién de ARNm de B-actina, gen utilizado como control, en una
muestra de LLC transfectada con vectores de expresién para FANCA o ANp73aq,
tratada con TPA 25nM cuando se indique. Se representa el valor medio = la desviacién
estdndar de tres determinaciones independientes. (B) Andlisis por RT-PCR de la
induccién del ARNm de p21 por fludarabina 5uM en una muestra de LLC transfectada
con vectores de expresion para FANCA, ANp73a o un vector vacio como control. (C)
Efecto de la sobreexpresion de FANCA sobre la acumulacién del ARNm de p21,

activado por la quinasa c-jun N-terminal (JNK) o por p53, en una muestra de LLC.



Por el contrario, cuando se interfirié la expresion de FANCA
con construcciones de tipo small hairpin-RNA (shRNA) de FANCA en
células B-LLC (figuras 23B y 23C), se pudo observar un aumento en la
expresion del ARNm de p21, como se observa en la figura 23A.

A LLC132 LLC353 LLC207
shRNArandom 4+ + +
shARN-FANCA + + +
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100 HEK293T
s 3
o Z
C
shARN & <

% viabilidad

h e
O shARN random

1 shARN FANCA

0 500\ 10

Cisplatino (uM)

® . W |ERK2

Figura 23: El silenciamiento de la expresion de FANCA favorece la expresion del
ARNm de p21. (A) Interferir la expresion de FANCA aumenta la acumulacién de ARNm
de p21. Se analiza la expresion de ARNm de p21 en tres muestras de LLC transfectadas
con una construccién shARN para silenciar la expresion de FANCA o un plasmido de
secuencia aleatoria como control. Las figuras B y C muestran la eficacia de los
procedimientos empleados para silenciar FANCA. (B) Ensayo de viabilidad celular
(XTT) en respuesta a concentraciones crecientes de cis-platino. Las células MCF7
transfectadas con construcciones de shARN para FANCA o una secuencia aleatoria
como control, se incubaron en presencia de las concentraciones indicadas de cis-
platino durante 70 horas en una placa de 96 pocillos. (C) Anélisis por Western Blotting
de los extractos de proteinas obtenidos a partir de células HEK293T transfectadas con
un vector de expresién para FANCA y una construccion shARN FANCA o una secuencia

aleatoria como control. Se muestra la expresién de ERK2 como control.



De la misma manera, células HEK293T con una mutacidn
inactivadora de FANCA (figuras 24B y 24C) generada mediante
CRISPR/Cas9, también mostraron niveles elevados de p21 (figura

24A).
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Figura 24: Una mutacion dirigida por CRISPR/Cas9 sobre la proteina FANCA
favorece la expresion del ARNm de p21. (A) Andlisis de la expresién de p21 y
ANp73 basal e inducida por cls-platino (CDDP) en células HEK293T que presentan una
mutacién dirigida por CRISPR/Cas9 de FANCA (KOFAA), en comparacién con células
HEK293T wt. Las iméagenes B y C muestran la eficacia de los procedimientos
empleados para interferir la funcién de FANCA. Las células HEK293T se han
transfectado con una construccion de ARN guia de Cas9 junto con un plasmido
donante que genera una insercién dirigida del ORF de la proteina fluorescente GFP en
el tercer exdn del gen FANCA. (B) Ensayo de viabilidad celular (XTT) en respuesta a
concentraciones crecientes de cis-platino. Se incuban células HEK293T con la insercién
del ORF de GFP en el gen FANCA vy células sin transfectar en presencia de las
concentraciones indicadas de cis-platino durante 70 horas en una placa de 96 pocillos.
(C) Confirmacién por citometria de flujo de la insercion del ORF de GFP en el gen
FANCA de las células HEK293T mediante la técnica CRIPR/Cas?. Se han seleccionado

las proteinas positivas a GFP antes de realizar los experimentos.
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Aunque ANp73 puede producirse por splicing alternativo, en
general se produce por la transcripcion a partir de un segundo
promotor del gen TP73 alojado en su tercer intréon y que contiene
elementos de respuesta a p53. Asi, analizamos cémo afectaba la
sobreexpresion de FANCA a la expresién del mensajero de ANp73.
Como se muestra en la figura 27, las células transfectadas con FANCA
mostraron también una reduccién en el ARNm de ANp73, al igual que
en el caso de p21, lo que apoya la idea de que FANCA interfiere con la

actividad transcripcional de p53.

1.5 FANCA activa la proliferacion celular de los linfocitos B-LLC.

p21 interacciona con la proteina CDK, impidiendo asi que el
ciclo celular progrese (398) (284). A la vista de nuestros datos, un
aumento de la expresion de FANCA levantaria el freno que supone
p21 sobre la proliferacién celular, lo que explicaria la asociacion de la
sobreexpresion de FANCA con progresién y peor prondstico en la LLC.
Decidimos estudiar el efecto que un aumento de la expresidon de
FANCA tiene sobre la proliferacién de linfocitos B. Para ello,
transdujimos un vector viral de expresién de FANCA en células B
linfoblastoides y analizamos el nimero de generaciones que eran
capaces de producir en un determinado periodo de tiempo, mediante
la técnica de tincién fluorescente con CFSE. Como puede verse en la
figura 25, la transduccién de FANCA produjo un aumento de la
proliferacion, medida como un mayor nimero de células que

alcanzaban generaciones mas avanzadas.
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Figura 25: La sobreexpresion de FANCA favorece la proliferacion de las células B
linfoblastoides. Anélisis de la proliferacion de una linea celular linfoblastoide con una
mutacion patoldgica de FANCA, infectada con un vector lentiviral vacio, o un vector de
expresidon para FANCA. Se ha medido la proliferacion mediante el método CFSE. Se

representa el porcentaje de células en cada generacidn tras un periodo de incubaciéon
de 72 horas.

Quisimos también estudiar el efecto de FANCA en la
proliferacién de células B-LLC primarias, para lo que las infectamos con
un vector viral de expresion de FANCA. Teniendo en cuenta que las
células B-LLC no proliferan en cultivo, fuera de los érganos linfoides
(200), la transducciéon de FANCA produjo un aumento de la
proliferacién de linfocitos B-LLC cultivados ex-vivo. De igual manera, ya
que el gen MDM2 es el principal regulador de la estabilidad de p53 'y
media su ubiquitinacién y degradaciéon en el proteosoma (311),
decidimos infectar también estas células en combinacién con los
vectores FANCA y MDM2, observando un aumento de la proliferacién
celular aiin mas pronunciado, como se observa en los porcentajes de
cuantificacién de los picos de fluorescencia en las diferentes

generaciones (figura 26).



Figura 26: Efecto de FANCA sobre la proliferacion de células B-LLC. Las células B-
LLC se han infectado con un vector lentiviral de expresion de FANCA, un vector
lentiviral de expresién de MDM2 o una combinacion de ambos como se indica. Se ha
medido la proliferacién mediante el método CFSE (éster succinimidilico de diacetato
de carboxifluoresceina). En la figura se muestra el porcentaje de células que se

encuentran en cada generacion cuantificando el pico de fluorescencia.



2. Relacion entre la neddilacién y FANCA.

La Unica funcién conocida de la proteina FANCA es la que
deriva de su participaciéon en un complejo E3 multiprotéico de 8
proteinas (complejo FANCcore) que contiene la E3 RING ligasa FANCL
y que, en colaboracién con la E2 UBE2T, cataliza la conjugacién con un
Unico residuo de ubiquitina de dos proteinas, FANCD2 y FANCI (34)
(35) (36). Esta monoubiquitinaciéon permite a estas dos proteinas ser
reclutadas a puntos del ADN donde se ha producido una rotura de
doble hebra, de manera que participan en su reparacién por
recombinacién homodloga (316). Sin embargo, Renaudin et al.
aportaron datos recientemente de otra funcién de la proteina FANCA
fuera del complejo FANCcore, en la neddilacién de proteinas de
membrana (339). Nos llamé la atencién que muchas de las proteinas
descritas en su rastreo eran factores prondstico de la leucemia linfatica
créonica (CXCR5, B2-microglobulina y CD44, entre otras). Asi, nos
propusimos valorar la neddilacion como posible mecanismo por el

que FANCA estuviese afectando la progresion de la LLC.

2.1. FANCA coopera con la proteina NUB1 en la inhibicion de
p53.

Como se muestra en la pagina Entrez Gene del Centro Nacional
de Informacién Biotecnolégica (NCBI), se ha reportado que FANCA es
capaz de interaccionar en ensayos de dobles hibridos con la proteina
NUB1 (NEDDS8 ultimate buster-1), que es capaz de mediar la
degradacién de NEDDS8 y sus proteinas conjugadas. El hecho de que
FANCA pueda interaccionar con NUB1 apoya nuestra hipdtesis de que
FANCA pudiese ejercer su efecto sobre la LLC a través de la

modulacion de procesos de modificacién postraduccional.
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NUB1 reduce la actividad transcripcional de p53 inhibiendo su
neddilacién (345). p53 se regula via neddilacién y ubiquitinacidn
mediada por MDM2 (65), por lo que nos planteamos si FANCA podria
estar modulando la funcién de p53 a través de un mecanismo
relacionado con su estado de neddilaciéon. NUB1 tiene una variante de
splicing, NUB1L, que contiene 14 aminoacidos extra que codifican un
dominio de asociaciéon a ubiquitina (UBA) adicional. Cuando
transfectamos NUB1L en células B-LLC primarias, observamos una
inhibicion de la expresién de los mensajeros de p21y ANp73 (Figura

27) y que la cotransfeccion de FANCA atenuaba ain més esa

inhibicién.
LLC292
NUB1L + +
FANCA + +

Figura 27: Las proteinas FANCA y

B-actina NUB1L cooperan en la inhibicion de
FANCA la funcién del gen p53. Andlisis por
RT-PCR de la expresion del ARNm de
NUB1 p21y ANp73 en una muestra de LLC
ANp73 transfectada con vectores de
expresion para FANCA, NUBIL o
p21 ambos.

Analizamos entonces el efecto de FANCA y NUB1L sobre la
activacién del promotor de ANp73 (P2p73). Los ensayos de luciferasa
realizados mostraron que tanto FANCA como NUBIL ejercian una
accion represiva sobre la actividad basal de p2p73, y se observd una
cooperacién cuando se transfectaron juntos. El vector testigo P2p73,
incluye 1kb de la secuencia promotora de ANp73, que contiene dos
elementos de respuesta a p53, controlando la transcripcién del gen
luciferasa. Para demostrar la accion inhibitoria de FANCA y NUB1L
sobre p53 y no sobre cualquier otro elemento del promotor,

empleamos el plasmido pG13Luc, que contiene varios elementos de



respuesta a p53 en tdndem. Mediante un ensayo de luciferasa se
observd que la transfeccion de FANCA, NUB1L o ambos, en células
HEK293T inhibian la actividad de la construcciéon y mostraron de nuevo

algun tipo de cooperacién (figuras 28A 'y 28B).
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Figura 28: Las proteinas FANCA y NUB1L cooperan en la inhibicién de la funcién
del gen p53. (A y B) Efecto de FANCA y NUB1L sobre la actividad de p53. Se
transfectan células HEK293T con vectores de expresion para FANCA 'y / o NUB1L junto
con P2p73 o pG13Luc. Se representan las actividades de luciferasa en relacion con la
actividad de la B-galactosidasa transfectada como control interno (unidades de

luciferasa relativas) = SD de tres determinaciones independientes.

Dado que estd descrito que NUB1 y su isoforma NUB1L
disminuyen los niveles de NEDDS libre no conjugado y de proteinas
neddiladas (346), estudiamos la posibilidad de que la inhibicién de la
funcion de p53 mediada por FANCA y NUB1L fuese causada por una
reduccion en los niveles de proteina de p53. El anélisis por Western
Blotting revelé un efecto claro de la sobreexpresion de NUB1L sobre la
estabilidad de la proteina p53 (figura 29A). El efecto es dependiente
de dosis, como puede apreciarse en la (figura 29B). Para demostrar
que p53 estd neddilado en estas circunstancias, transfectamos NEDD8
etiquetado con el epitopo HA junto con p53 e inmunoprecipitamos

todas las proteinas conjugadas con HA-NEDDS8 con un anticuerpo




especifico. Las células fueron tratadas con bortezomib, un inhibidor del
proteosoma, para evitar la accion de NUBITL sobre las proteinas
neddiladas. Entre estas proteinas resueltas por Western Blotting

pudimos detectar p53 (figura 29C).
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Por su parte, FANCA mostraba un efecto discreto sobre la
estabilidad de p53 por si sélo (figura 29A). Decidimos investigar si
FANCA colaboraba con la ubiquitinacién y degradacién de p53
mediada por MDM2, observando que la co-expresién de MDM2 vy
ubiquitina en dosis crecientes de FANCA potenciaba la
desestabilizacion de p53 inducida por FANCA, cuando se
cotransfectaron en células HEK293T (figura 30A). La disminucion de la
estabilidad de la proteina p53 observada, se puede correlacionar con
el aumento de la proliferacién celular medido mediante la técnica de
tincion fluorescente CFSE, que se mostraba en la figura 26. Para
demostrar que MDM2 cataliza la ubiquitinacién de p53,
cotransfectamos FANCA con una ubiquitina etiquetada con el epitopo
HA. La inmunoprecipitacién con un anticuerpo anti-HA arrastré a p53,
como puede verse en la figura 30B. Dicha cotransfeccién se

acompand de una disminucién de los niveles de p53.
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Figura 30: Las proteinas FANCA y MDM2 cooperan en la desestabilizacién de la
proteina p53. (A) Anélisis de como afectan diferentes concentraciones de FANCA
sobre la estabilidad de p53 por Western Blotting. Se emplean células HEK293T
transfectadas con plédsmidos de expresién para FANCA, HA-UBB y MDM2 en las
muestras indicadas. (B) Los extractos de las células transfectadas con p53, FANCA,
MDM2 y HA-UBB se trataron con bortezomib para bloquear el proteosoma. Los

extractos se inmunoprecipitaron con anti-HA y se analizan por Western Blotting.

Los datos presentados hasta ahora muestran por primera vez
que tanto FANCA como NUB1 median la inestabilidad de p53. Liu et
al. habian descrito que NUB1 interfiere con la funcién de p53 al
promover su exportaciéon nuclear (345), por esta razén, estudiamos la
localizacién subcelular de p53 en células que sobreexpresan FANCA.
Para ello, transfectamos vectores de expresién para FANCA o NUB1L
en células HEK293T y estudiamos la localizaciéon subcelular de p53
mediante inmunofluorescencia. Como se muestra en la figura 31, p53
muestra una expresion mayoritariamente nuclear cuando se
sobreexpresa en células HEK293T. Sin embargo, la cotransfeccién de
FANCA, NUB1L o ambos impulsé una reduccién en la sefial de p53
detectada por inmunofluorescencia en el nicleo. p53 muestra una
localizacion principalmente citoplasmatica tras la transfeccién de las
células con FANCA o NUBIL, lo que sugiere un papel de estas
proteinas no sélo en la estabilidad de p53, sino también en su

localizacidn subcelular.
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Figura 31: FANCA y NUB1L promueven la localizacién citoplasmatica de p53. La
localizacién subcelular de p53 se determind por inmunofluorescencia en células
HEK293T transfectadas con un vector de expresidn para p53, junto con plasmidos para
FANCA, NUB1L o ambos. La proteina p53 se ha detectado con un anticuerpo
secundario de fluorescencia FITC (verde), mientras que el ADN se ha tefido con DAPI
(azul) para la localizacién de los nucleos celulares. Cada imagen se muestra con dos

aumentos para mayor claridad.
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3. Estudio de la funciéon de la neddilacién en la

Leucemia Linfatica Crénica.

Nuestros estudios sobre el mecanismo por el que una
sobreexpresion de FANCA se asocia con progresidn y un peor
prondstico en la leucemia linfatica cronica desveld la importancia que
las modificaciones postraduccionales tienen en las manifestaciones
clinicas de esta patologia. Es por esto que decidimos elaborar un perfil
de las modificaciones postraduccionales en pacientes LLC para
obtener una vision global del alcance de estos procesos en la
patogénesis de la enfermedad. Ademas, dado que existe una creciente
evidencia de la importancia de la neddilacién en muchos procesos
neoplasicos, tanto de tumores sélidos como hematoldgicos (88) (347),
decidimos estudiar cémo el inhibidor de NAE, MLN4924 pevonedistat,
afecta al perfil de modificaciones postraduccionales, en un intento de
identificar posibles neddilaciones con las técnicas disponibles
actualmente. Aunque ya se han desarrollado métodos de prediccién
de proteinas neddiladas, el descubrimiento de la neddilacion es
bastante reciente y las dianas encontradas son limitadas, por lo que
hay que seguir realizando estudios experimentales para encontrar
sitios especificos de neddilacién, y establecer los mecanismos para el

reconocimiento de los mismos (348).

3.1. Estudio del neddiloma.

Como hemos dicho, para estudiar si un cambio en el perfil de
las modificaciones postraduccionales pudiese estar detrds de la
etiologia de la leucemia linfatica crénica, llevamos a cabo un rastreo de
las mismas en muestras primarias de células B de pacientes y lo
comparamos con las de linfocitos B obtenidos de donantes sanos. Se
empled un método basado en el enriquecimiento por inmunoafinidad

de péptidos que se encuentran modificados por ubiquitina, NEDD8 o



ISG15, empleando anticuerpos que se dirigen especificamente contra
el resto K-GG que permanece en los residuos de lisina modificados

después de la digestidn triptica de un extracto celular.

El resto de diGly (K-GG) que queda en los péptidos después de
la digestion con tripsina es compartido por proteinas modificadas por
diferentes UBL, como ubiquitina, NEDD8 e ISG15, por lo que el
anticuerpo estad identificando todas esas modificaciones
(ubiquitinacion, neddilacién e isgilacion) simultdneamente. Ademas, la
abundancia de ubiquitinaciones es mucho mayor que las
neddilaciones (6%) e isgilaciones (2%) (57) (349).

Recientemente, Akimov et al. evitaron estos inconvenientes en
el estudio del ubiquitinoma humano al desarrollar un nuevo anticuerpo
monoclonal llamado UbiSite, dirigido contra un remanente mas grande
(ESTLHLVLRLRGG) que queda exclusivamente sobre los péptidos
ubiquitinados después de la digestion con la endoproteinasa LysC,
que corta la cadena peptidica en el extremo C-terminal de los residuos
de lisina (K). El anticuerpo UbiSite permitié el anélisis del ubiquitinoma
humano completo en lineas celulares Jurkat y Hep2, practicamente sin

reactividad cruzada con otras modificaciones de UBL (350).

Asi, para tratar de minimizar los inconvenientes que presentaba
el empleo del anticuerpo UbiScan en el rastreo de neddilaciones, se
decidié incluir en el estudio las muestras tratadas con el inhibidor de la
neddilacién (MLN4924, pevonedistat), lo que permitié identificar las
modificaciones sensibles al mismo. Dado que algunos trabajos
apuntaban a que la ubiquitinacién o la neddilacién de una lisina
dependia del reconocimiento de secuencias peptidicas concretas
alrededor de la misma (348), decidimos cruzar nuestros datos con los
obtenidos por Akimov et al. en su estudio de proteinas ubiquitinadas

en células Jurkat, para descartar del nuestro ubiquitinaciones.
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Para el rastreo se utilizaron células mononucleares aisladas de
muestras de sangre de dos pacientes, cuyas caracteristicas analiticas,
clinicas y citogenéticas pueden consultarse en la tabla 8. Dichas
células mononucleares fueron cultivadas durante 24h en presencia o
ausencia de 0,25uM MLN4924. Como control se utilizaron células
CD19+ aisladas imnunomagnéticamente de 8 buffy coats de donantes
sanos desechados por el banco de sangre, previo consentimiento
informado. Los resultados que se indican a continuacién corresponden

a observaciones hechas en ambos pacientes.

Edad diagnéstico 54 46
Leucocitos diagnéstico 14,9 195
Estadio Rai/Binet al diagnéstico 0A 1B
CD38 Negativo Negativo
ZAP70 Negativo Negativo
Citogenética 13914 13914
Estado de IGHV Mutado No Mutado
Tratamiento previo No Si-FCR
Progresion Si Si

Tabla 8: Tabla de las caracteristicas clinicas, analiticas y citogenéticas de los dos
pacientes LLC analizados en el rastreo.

El estudio identificd un total de 3384 péptidos modificados
diferencialmente correspondientes a 1746 proteinas. De estos
péptidos detectados que contienen el remanente de K-GG, 2142 (63%)
corresponden a un aumento de =2,5 veces en las células B-LLC con
respecto a los controles. Estos datos indican que la LLC presenta un
nivel elevado de modificaciones postraduccionales con respecto a los

linfocitos B sanos. EI empleo del inhibidor MLN4924, permitid



diferenciar las modificaciones sensibles a la neddilacion. De entre las
2142 modificaciones significativas en los pacientes LLC, 353 se
revirtieron notablemente (mas de 2,5 veces) tras la incubacion con el
inhibidor. Comparando estos datos con los obtenidos por Akimov et al.
(350), el 77% de estos sitios no fueron detectados por el anticuerpo

UbiSite, empleado en sus estudios.

De forma general, el MLN4924 afecté de manera significativa
(cambios 22,5 veces) la cantidad de remanente de K-GG en 1666
sitios, distribuidos entre 399 proteinas que mostraban modificaciones
reducidas y 609 proteinas cuyas modificaciones se encontraban
aumentadas. También se observé que 37 proteinas mostraban

modificaciones de ambos tipos.

Modificaciones inhibidas por

Modificacién K-GG en LLC MLN4924 2 2.5 veces
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Proteinas con modificaciones afectadas por
MLN4924 > 2.5 veces respecto al control

INHIBIDAS POR MLN4924
399 proteinas

37

ACTIVADAS POR MLN4924
609 proteinas

Figura 32: Diagramas de porcentajes. Las gréficas de sectores representan el nivel

de modificaciones postraduccionales que presenta la LLC con respecto a los controles.

Como primera aproximacién para determinar si este aumento
en la modificacién postraduccional estaba relacionado con la etiologia
de la LLC, llevamos a cabo una clasificacién de las proteinas
diferencialmente modificadas segun las rutas celulares en las que
participan. Los rastreos gendmicos y los numerosos trabajos que se
han realizado en LLC hasta el momento, han determinado que las
caracteristicas celulares de la LLC derivan de alteraciones en 8 rutas
principales, como son la del receptor de célula B, la regulacién del
ciclo celular, la apoptosis, la respuesta al dafio en el ADN, la
remodelacidon de la cromatina, la via de supervivencia NF-kB, la ruta
NOTCH y el metabolismo del ARN (225). Asi, prestamos atencién a las
modificaciones que afectan a alguna de estas rutas (figura 11, pagina
75).



3.2. Proteinas modificadas por neddilacion.

Los principales objetivos de neddilacién son las cullinas, una
importante familia de proteinas que funcionan como andamios del
grupo de ligasas denominadas Cullin-RING (CRL). El estudio ha
identificado las cullinas CUL-1, CUL-3 y CUL-5 con una modificacién
incrementada en las muestras de LLC con respecto a los controles, y
esas modificaciones mostraron una reduccién después del tratamiento

con MLN4924, como se muestra en la tabla 9.

CcuL1 FINNNAVTK*MAQSSSK
CUL3 3.4 -16,5 292 NGK*TEDLGCMYK
CUL5 8,2 -4,8 724 TQEAIQIMK*M#R

Tabla 9: Tabla de las proteinas Cullinas que se encuentran modificadas en nuestro
rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes cullinas que presentan unos
valores de modificacion significativos (cambios >2,5 veces). Primeramente la
comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de
modificacion tras el tratamiento con MLN4924. Las dltimas dos columnas muestran las

lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se encuentran.

De forma similar, también se ha encontrado que varios
miembros de la cascada de neddilacion se encuentran alterados y son
sensibles a la acciéon de MLN4924, como es el caso de las proteinas
NAE, UBE2M, DCUN1D entre otras (tabla 10).




NAE1 -27,3 GTIPDMIADSGK*YIK

NAE1 -2,8 -18,9 12 LLKEQK*YDR

UBA3 6,5 1,9 409  SPAITATLEGK*NR

UBE2M 2,0 -2,4 92 VGQGYPHDPPK*VK

UBE2M 2,6 -1,7 72 LVICPDEGFYK*SGK
DCUN1D1 -0,4 -5,2 143  AQIPK*MEQELKEPGR
DCUN1D1 -1,9 -3.3 63 K*KLEQLYNR

DDB1 14,0 2,1 1121 | MQEVVANLQYDDGSGMK*R
COPS7B 14,9 0,3 221 TLK*ATASSSAQEMEQQLAER

Tabla 10: Tabla de enzimas pertenecientes a la cascada de neddilacion que se
encuentran modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las
diferentes proteinas que presentan unos valores de modificacién significativos
(cambios =2,5 veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los
controles sanos, y por otro lado los valores de modificacién tras el tratamiento con
MLN4924. Las ultimas dos columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los

péptidos en los que se encuentran.

Curiosamente, el péptido NEDD8 alberga modificaciones en
varios de sus residuos de lisina, y todos ellos muestran una reduccion
tras el tratamiento con MLN4924 (tabla 11).

NEDDS8 -12,5 QMNDEK*TAADYK
NEDDS8 2,0 -8,2 6 VK*TLTGKEIEIDIEPTDKVER
NEDDS8 2,5 -4,2 22 TLTGKEIEIDIEPTDK*VER
NEDDS8 1,7 -4,0 48 LIYSGK*QMNDEK

NEDD8 -1,5 -5,4 11 VK*TLTGK



Tabla 11: Tabla de los diferentes residuos del péptido NEDD8 que se encuentran
modificados en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos que presentan
unos valores de modificacion significativos (cambios =2,5 veces). Primeramente la
comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de
modificacion tras el tratamiento con MLN4924. Las dltimas dos columnas muestran las

lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se encuentran.

3.2.1. Proteinas implicadas en la remodelacién de la cromatina y

el citoesqueleto.

Una de las alteraciones més conocida de las células B-LLC y que
se emplea en el diagndstico de la enfermedad es la condensacién de
su cromatina. Por esta razén, fue interesante observar que el mayor
grupo de proteinas con restos K-GG sensibles al MLN4924 que se
pudo identificar en el estudio fueron las histonas y otras proteinas

asociadas a la cromatina (tabla 12).

*
9118 516,9 QTGPPVSELITK AVAAS
H1B 8,6 1.1 194  SPAKPK*AVKPK
H1B 11,7 5,6 37 K*ATGPPVSELITK
*
H1B 3,4 05 17 SETAPAETATPAPVEK*S
PAK
H1C -90,8 -398,1 17 AAPPAEK*APVK
H1C 58,7 28,8 160 K*PAAATVTK
*
H1C 21,9 8,2 21 EAAPAAAPPAEKAPVK
H1C 17,5 9.3 159 KAK*KPAAATV

H1C 12,2 6,3 201 AAKPK*VVKPK
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ZNF638;

is03: §951;
;mizgg ':22 13,9 11,4 951;  K*AAESMVK
o 951,48

ZNF638 iso3

Tabla 12: Tabla de histonas que se encuentran modificadas en nuestro rastreo. En
la tabla se muestran los datos de las diferentes proteinas que presentan unos valores
de modificacién significativos (cambios =2,5 veces). Primeramente la comparativa
entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de
modificacion tras el tratamiento con MLN4924. Las dltimas dos columnas muestran las

lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se encuentran.

Por otro lado, la fragilidad es otra caracteristica importante de
los linfocitos B-LLC, responsable de la aparicion de las sombras de
Gumprecht. El porcentaje de sombras se correlaciona inversamente
con el nivel de vimentina y con un peor pronéstico (351) (352). La
vimentina es una de las proteinas que forman los filamentos
intermedios del citoesqueleto (353), y en nuestro estudio fue una de
las proteinas que se identificaron como supuestamente modificadas
por neddilacién, dado que su modificacion se reducia tras el
tratamiento con el inhibidor. De igual manera se identificaron
modificaciones en otras proteinas como lamina, vinculina, actina,

tubulina entre otras (tabla 13).




ACTA2;
ACTB;
ACTC1;
ACTG1;
ACTG2;
ACTA1

CAP1

Cofilin-1;
Cofilin-2

EPB41
EPB41
Ezrin
Ezrin
Ezrin

Ezrin;
Moesin

Ezrin;
Moesin;
Radixin

Ezrin;
Moesin;
Radixin

Ezrin;
Moesin;
Radixin

Ezrin;
Radixin

Lamin B1

Lamin B1

4,9

-12,3

-31.1

7,4
2,7
22,7
9.5

6,5

7,9

28,3

73,8

8,6

13,0

-6,5

1,7

0,5

-15,2

-34,3

2,4
-0,4
9.3
4.2

2,9

’

4,1

13,3

61,3

4,8

9.0

-30,0

-4,7

§52,
§63;
§50,
§61;
§52,
§63;
§50,
§61;
§51,
§62;
§52,
§63

126

§112;
§112

§366
361
§357
523
§450

§35;
§35

§30¢;
§30¢;
§306

§263;
§263;
§263

§262;
§262;
§262;

§3; 83

417

§111

HQGVMVGMGQK*DSYVGD
EAQSK*R

GSK*LFNHLSAVSESI

FWAPESAPLK*SK

ELEEK*VMELHK

LAPNQTK*ELEEK

LODYEEK*TK

RITEAEK*NER

AK*EAQDDLVK

QLFDQVVK*TIGLR

RKPDTIEVQQMK*AQAR

K*APDFVFYAPR

FVIKPIDK*K

PK*PINVR

K*RVDVEESEASSSV

CK*AEHDQLLLNYAK



Lamin B1 §109 | AKLQIELGK*CK
Lamin B2 0,0 -4,8 §186 | AQLAK*AEDGHAVAK
Lamin B2 59 1,3 123 LQIEIGK*LR

Lamin B2 2,9 -0,3 196 K*QLEKETLMR

Lamin B2 6,8 4,1 §520 | FTPK*YILR

Lamin B2 6,1 35 §290 | LDSAK*LSSDQNDK
profilin 1 194,6 154,0 §108  TDK*TLVLLMGK
STMN1 30,2 16,9 §128  DK*HIEEVR

TUBB1 -35,3 -55,9 §324 | MSTK*EVDQQLLSVQTR
Vimentin 2,1 -3,0 §168 | RQVDQLTNDK*AR
Vinculin 7,8 4,4 §219  NSK*NQGIEEALK

Tabla 13: Tabla de proteinas del citoesqueleto que se encuentran modificadas en
nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes proteinas que
presentan unos valores de modificacion significativos (cambios =2,5 veces).
Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro
lado los valores de modificacién tras el tratamiento con MLN4924. Las Ultimas dos
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se

encuentran

Para observar el posible efecto que pudiera tener el MLN4924
sobre el aspecto de la cromatina y de las sombras de Gumprecht,
incubamos sangre periférica de muestras de 3 pacientes LLC con el
inhibidor de la neddilacién durante 4h. El andlisis de los frotis
realizados nos ha mostrado un aumento en el nimero de sombras de
Gumprecht en las muestras tratadas con el inhibidor de la neddilacién
durante 4h de dos de los pacientes analizados, en comparacién con las
muestras basales, como se puede observar en la figura 33. De todas

maneras, dado el nimero tan pequefo de pacientes estudiados hasta



el momento, se trata de datos muy preliminares que se estan

ampliando en el laboratorio.

Basal Control 4 horas MLN4924 4 horas

Figura 33: El tratamiento con MLN4924 parece afectar al porcentaje de sombras
de Gumprecht en pacientes LLC. Las imdgenes pertenecen a las muestras analizadas
de 1 paciente LLC. Se observa un aumento del nimero de sombras de Gumprecht tras

el tratamiento con MLN4924 durante 4h. Son observaciones preliminares.

3.2.2. Proteinas implicadas en el metabolismo del ARN (RNA
splicing).

Se encontraron varias proteinas pertenecientes al splicing del
ARN modificadas en las muestra de LLC con respecto a los controles, y
dichas modificaciones se reducian tras el tratamiento con MLN4924. La
proteina SF3B1, un componente principal del spliceosoma, se ha
descrito como mutada en aproximadamente el 15% de los pacientes
LLC analizados en estudios de secuenciacion masiva (125). Estos
estudios indican que la funcidon de empalme en el metabolismo del
ARN se encontraria alterada en la LLC. Entre las proteinas encontradas
en nuestro rastreo, no se encontraron modificaciones en SF3B1, pero si
en otros factores de empalme como SF3A1 y SF1 entre otros (tabla
14).



SF3A1 HKVSEFK*EGK

SF3A1 16,8 10.4 §419 ﬁil;ZI;PKPAPAPDEYLVSPITGE
SFRS3 12,3 7,2 §23  VYVGNLGNNGNK*TELER
SFRS3 27,8 14,4 §85  VRVELSNGEK*R

SFRS7 16,3 7,8 §24  VYVGNLGTGAGK*GELER
SFRS7 13,0 5,7 §70  GLDGK*VICGSR

SFRS15 11,7 1.5 1078  GK*EKPEVTDR

SF1 1.9 -1,9 227 NILK*QGIETPEDQNDLRK
SF2 4,9 2,1 174 K*LDNTK*FR

Tabla 14: Tabla de proteinas implicadas en el splicing del ARN que se encuentran
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes
proteinas que presentan unos valores de modificacién significativos (cambios >2,5
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por
otro lado los valores de modificacién tras el tratamiento con MLN4924. Las ultimas dos
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se

encuentran

3.2.3. Rutas activadas por el Receptor de célula B.

En esta patologia parece haber una actividad alterada de BCR
(110), cuyas sefales son transducidas al nucleo por cascadas de
fosforilacién que incrementan la supervivencia de las células malignas.
Por esta razén, el BCR es una de las principales dianas terapéuticas y
hoy en dia, muchos medicamentos van dirigidos a alterar estas sefales,
como son los inhibidores de las quinasas BTK y PI3k, Ibrutinib (255) e

Idelalisib (256) respectivamente.




En el estudio se han encontrado varias lisinas pertenecientes a
la Bruton Tirosin quinasa (BTK) modificadas positivamente en las
muestras de LLC (tabla 15). Lo que es mas interesante es que otras
dos quinasas reclutadas por el receptor de células B y que participan
en la activacién de BTK (SYK y LYN), aparecen también en el rastreo
(tabla 16). Llama la atencién la gran cantidad de lisinas de estas tres
proteinas que aparecen aberrantemente modificadas en la LLC, asi
como que la mayoria de ellas incrementen su modificacién tras el
tratamiento con MLN4924, lo que parece indicar una regulacidn
conjunta por mecanismos postraduccionales. El hecho de que estas
modificaciones se incrementen en respuesta al inhibidor de NAE

parece descartar que sean neddilaciones.

BTK

§322 6,3 14,4
BTK §406 12,0 30,2
BTK §536 2588 51,4
BTK §558 10,4 34,1
BTK 296 5,5 10,2
BTK 374 13,1 28,6
BTK 417 19,9 47,8
BTK 430 6,0 16,8

Tabla 15: Tabla de sitios especificos de la quinasa BTK que se encuentran
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes
proteinas que presentan unos valores de modificacién significativos (cambios 22,5
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por
otro lado los valores de modificacién tras el tratamiento con MLN4924. Las ultimas dos
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se

encuentran.



LYN §9 27,3

19,8
LYN 109 4,7 3,3
LYN 213 2,8 2,3
LYN 271 2,5 9,4
LYN 275 11,2 32,5
LYN 278 15,5 32,1
LYN 301 7,3 13,6
LYN 332 2,3 4,6
LYN 338 19,9 28,8
LYN 361 11,5 15,8
LYN 382 43,2 1499
LYN 7 3,2 2,2
LYN §20 17,2 11,6
SYK 294 14,2 24,8
SYK §105 24,9 42,2
SYK §116 37,4 73,6
SYK §402 54,8 99,5
SYK §509 152,1 328,8
SYK §517 16,0 30,9
SYK §587 7,6 14,4
SYK §60 14,2 33,0
SYK 124 1.1 4.1
SYK 133 32,5 80,4
SYK 151 2,2 7,1
SYK 187 21,1 38,7
SYK 191 -1,7 -0,1

SYK 225 20,9 34,4



SYK 261 3,0 6,8

SYK 368 77,8 93,5
SYK 375 3.2 6,3
SYK 386 14,1 29,8
SYK 387 12,4 17,7
SYK 397 20,9 39,7
SYK 469 13,9 29,0
SYK 527 3.2 9.3
SYK 533 -0,9 2,2
SYK 548 0,3 57
SYK 577 0,3 2,9

Tabla 16: Tabla de sitios especificos de las quinasas LYN y SYK que se encuentran
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes
proteinas que presentan unos valores de modificacion significativos (cambios =2,5
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por
otro lado los valores de modificacion tras el tratamiento con MLN4924. Las ultimas dos
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se

encuentran.

3.2.4. Proteinas de la ruta NF-kB.

El factor de transcripciéon NF-kB estd asociado con la activacion
de genes anti-apoptdticos y su via de activacion se ha descrito como
constitutivamente activada en la LLC (269). Para estudiar el efecto que
la neddilacién tiene sobre la actividad de la ruta NF-«kB, llevamos a
cabo un andlisis del transcriptoma de células B primarias obtenidas de
un paciente con LLC, cuyas células se trataron o no con MLN4924 a
una concentraciéon de 0,25uM (figura 35). En la figura 34 se puede
apreciar el grado en que el MLN4924 altera la expresiéon de genes
diana conocidos de NF-kB, observdndose principalmente una

regulacidon negativa. Ademas, estéd descrito el papel de la neddilacién



en la activacion de NF-«kB, ya que el tratamiento de las células B-LLC
con MLN4924 da lugar a la acumulacién de la forma fosforilada de kB,
inhibidor de NF-kB (91). Sin embargo, nuestros datos indican que la
estabilizacion de IkB es mucho menor que la que se logra con

bortezomib, un inhibidor conocido del proteosoma.

Efecto del MLN4924 sobre la expresion de genes diana de NF-kB
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Figura 34: El MLN4924 altera la expresion de varios genes diana de la ruta NF-«kB.
La gréfica representa la variacién en la expresion de genes diana conocidos de la ruta
NF-kB en nuestro andlisis de RNAseq de muestras LLC, sin tratamiento y tratadas con el

inhibidor de la neddilacién.




Expresion de genes diana de NF-kB sensibles a MLN4924 en LLC
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Figura 35: Alteracion de la expresion génica inducida por MLN4924. E| heat-map
representa los genes diana de la ruta NF-kB expresados diferencialmente en una
muestra del paciente LLC362, sin tratamiento y tratada con el inhibidor de la

neddilacidn.



La informacién obtenida en el rastreo mostré modificaciones en
tres proteinas involucradas en la activacion de NF-kB por TNFa: TANK,
IKKB y NEMO (tabla 17). Estas tres proteinas conforman un complejo
ternario que participa en la fosforilacién de IkB y por lo tanto en la
activacion de NF-kB (264). Estos datos apoyarian la funcién de la
neddilacién en la activacién de la ruta NF-kB en una posiciéon por
encima de la desestabilizacion del inhibidor kB, regulando

positivamente la via de supervivencia.

IKKB §106 K*YLNQFENCCGLR

NEMO 3,6 54 344 LK*ASCQESAR

TANK 7,5 3,2 §308  TTDK*TKPSNLVNTCIR

TRAF2 -0,9 -4.6 176 APCCGADVK*AHHEVCPK

TRAF2 -1,5 -4,6 27 TLLGTK*LEAK

TRAF2 -5,7 -8,6 119 GTLK*EYESCHEGR
QEPQEINFPDDLPGSNTAAP

CD40 -36,2 -66,2 267 VOQETLHGCQPVTQEDGK*ES

R

Tabla 17: Tabla de proteinas implicadas en la ruta NF-kB que se encuentran
modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las diferentes
proteinas que presentan unos valores de modificacién significativos (cambios 22,5
veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por
otro lado los valores de modificacién tras el tratamiento con MLN4924. Las ultimas dos
columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los péptidos en los que se

encuentran.




3.2.5. Proteinas de la ruta NOTCH.

La desregulacidon de la via de sefalizacién de NOTCH se ha
identificado durante estos afios como una de las anomalias
moleculares més recurrentes en la patogénesis de la LLC, sin embargo
su papel y regulaciéon siguen siendo poco conocidas. En nuestro
estudio hemos encontrado la proteina MIB1 (354) (355), una E3-Cullin-
RING ligasa que media la degradacién de Notch y cuya modificacidn
varia tras el tratamiento con MLN4924 (tabla 18).

Por otro lado, los factores de transcripcién fkaros (356) y Aiolos,
reguladores de genes diana de Notch, también aparecen en el estudio
mostrando una modificacion reducida en las células B-LLC con
respecto a las células control, la cual se reduce mas aun después del

tratamiento con el inhibidor de la neddilacién (tabla 19).

§895; AAVLFQPCGHMCACENCAN

MIB1 0.1 1.4 §896  LMK*K

Tabla 18: Tabla de la modificacién encontrada en la proteina MIB1, implicada en
la ruta Notch. En la tabla se muestran los datos de la proteina MIB1 que presenta unos
valores de modificacién significativos (cambios =2,5 veces). Primeramente la
comparativa entre las muestras LLC y los controles sanos, y por otro el valor de
modificacion tras el tratamiento con MLN4924. Las ultimas dos columnas muestran la

lisina concreta signifi cativamente modificada y el péptido en el que se encuentra.



Aiolos -17,6 25,7 419 NGMPLLK*EVPR

Aiolos -14,7 -18,4 361 AEM#SNGAPQELEK*K
SHTGERPFQCNQCGASFTQ

lkaros 57,5 -80,0 157 K*GNLLR

Tabla 19: Tabla de factores de transcripcién implicados en la ruta Notch que se
encuentran modificados en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las
diferentes proteinas que presentan unos valores de modificacién significativos
(cambios =2,5 veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los
controles sanos, y por otro lado los valores de modificacién tras el tratamiento con
MLN4924. Las dltimas dos columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los

péptidos en los que se encuentran.

3.2.6. Proteinas de reparacion del ADN.

Uno de los procesos celulares ya descritos como regulados por
neddilacién es la reparacion del ADN. Nuestro estudio y posterior
seleccion de datos identificd las proteinas Ku70 y Ku80, relacionadas
con el mecanismo de reparacién del ADN por unién de extremos no
homdlogos (NHEJ) (335), como altamente modificadas en las células B-
LLC con respecto a las células control, tal y como se muestra en la
tabla 20. Concretamente, la proteina Ku80 se encontraba modificada
en multiples lisinas, y en dos de ellas se observé una reduccion de la
modificacién tras el tratamiento con MLN4924. Ademds, se
identificaron otras proteinas de reparacion de ADN supuestamente
neddiladas como DDB1, DDB2, H2AX, XPC y RAD23B. Curiosamente,
la mayoria de estas proteinas estan relacionadas con el mecanismo de
reparacién del ADN por escisiéon de nucleétidos (NER), y su mutacidn
da lugar al sindrome de inestabilidad gendmica conocido como

Xeroderma Pigmentosum.




DDB2 §151 DKPTFIK*GIGAGGSITGLK
H2AX 19,5 10,6 128; 135 | KTSATVGPK*APSGGKK
Ku80 7,7 1,4 §195 LGGHGPSFPLK*GITEQQK
Ku80 7,6 2,0 §660 FNNFLK*ALQEK

XPC 2,1 -3.0 §508  KDPSLPAASSSSSSSK*R
XPC 9,0 5,2 §785 K*LDIDCVQAI

Ku70 9,0 5,6 §114 NIYVLQELDNPGAK*R
MORF4L1 10,6 6,5 §127  ANQEQYAEGK*MR
MORF4L1 9,1 55 §111 YVDTNLQK*QR

MORF4L1 8,3 5,4 §117 ELOQK*ANQEQYAEGK
MORF4L1 9.5 6,6 §143 | TSGLQQK*NVEVK
A28 26 | 00 | 55 CECPAECPAETPUATSETA

Tabla 20: Tabla de proteinas implicadas en la reparacién del ADN que se
encuentran modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se muestran los datos de las
diferentes proteinas que presentan unos valores de modificacién significativos
(cambios =2,5 veces). Primeramente la comparativa entre las muestras LLC y los
controles sanos, y por otro lado los valores de modificacién tras el tratamiento con
MLN4924. Las dltimas dos columnas muestran las lisinas concretas modificadas y los

péptidos en los que se encuentran.

La proteina p53 se encuentra mutada en mas del 50% de los
tumores (298), constituyendo uno de los cambios gendmicos mas
frecuente en los canceres humanos (300). Teniendo en cuenta que la
desactivacién de la funcion de p53, bien sea por la delecién 17q (113)
o por la mutacién del gen (315), es uno de los principales factores de

mal prondstico en la LLC, encontrar modificada esta proteina vy



observar una variacidn tras el tratamiento con el inhibidor, nos parecié
un resultado muy interesante que estudiar en profundidad. En nuestro
rastreo, hemos encontrado un aumento de 13,7 veces en la
modificaciéon de una Unica lisina de p53, la K120, que es revertida
parcialmente tras el tratamiento con MLN4924. Ademas, hemos
encontrado modificaciones similares en la hidrolasa de ubiquitina
USP7, que contrarresta el efecto desestabilizador de MDM2 y TRIM27
sobre p53, eliminando grupos ubiquitina (tabla 21). USP7 también se
ha relacionado con resistencia a bortezomib en el mieloma multiple

(MM), por su accién desestabilizadora sobre IkBa (357).

LGFLHSGTAK*SVTCTYSPA
37 75 LNK
USP7 13,2 7,7 1096  YTYLEK*AIK
USP7 4,2 -0,1 882 KLYYQQLK*MK
TP53RK 0.4 5,1 40 FLSGLELVK*QGAEAR

Tabla 21: Tabla de los proteinas implicadas en la reparaciéon del ADN y
ubiquitinacién que se encuentran modificadas en nuestro rastreo. En la tabla se
muestran los datos de las diferentes proteinas que presentan unos valores de
modificacion significativos (cambios =2,5 veces). Primeramente la comparativa entre
las muestras LLC y los controles sanos, y por otro lado los valores de modificacién tras
el tratamiento con MLN4924. Las dltimas dos columnas muestran las lisinas concretas

modificadas y los péptidos en los que se encuentran.




3.2.6.1. Estudio del efecto de la Neddilacién sobre la funcién,
estabilidad y localizacion subcelular de la proteina p53.

Para poder explicar la participacién de la modificaciéon de la
lisina 120 de p53 en el fenotipo de la LLC llevamos a cabo
experimentos in vitro. Hemos comenzado generando un mutante que
cambiaba la lisina 120 por una arginina (K120R). Dado que la carga de
ambos aminoécidos es similar, esperdbamos que el mutante no
cambiase mucho la conformacién de la proteina. Para confirmarlo
medimos la actividad transcripcional de ambos, transfectdndolos junto
con el vector testigo pG13Luc. Tanto la forma agreste de p53 como el
mutante K120R promovieron la actividad luciferasa por igual, por lo
que supusimos que la mutacién no habia producido grandes cambios
conformacionales, tal y como se observa en la figura 36. Estos datos
concuerdan con los de otros grupos que mostraron que la mutacién
K120R no afectaba a la funcién transcripcional de p53 sobre sitios de
alta afinidad (320).

pG13Luc

40

30

RLU

20

10

Vacio p53 p53 K120R  p53+p53 K120R

Figura 36: El mutante K120R de la proteina p53 no afecta la actividad
transcripcional de p53. Efecto de p53 agreste y p53-K120R sobre la actividad de la
proteina p53. Se transfectan células HEK293T con vectores de expresién para p53 wty
p53-K120R junto con pG13Luc. Se representan las actividades de luciferasa en relacién
con la actividad de la B-galactosidasa transfectada como control interno (unidades de

luciferasa relativas) = SD de tres determinaciones independientes.



Se ha descrito que las mutaciones de p53 en la regién de unidn
al ADN, como ocurre en el caso de p53-K120R, afectan a su
distribucion intracelular, localizdndose en mayor medida en el
citoplasma (358). Por lo que para determinar la distribucién de nuestro
mutante, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia en células
MCF7 transfectadas con la forma agreste de p53 y p53-K120R. Al
microscopio confocal pudimos observar que ambas formas se
localizaban principalmente en en nucleo, no apreciando cambios
claros en la localizacién entre una forma y otra, como se puede

observar en la figura 37.

FLAG-p53 wt FLAG-p53 K120R

Figura 37: El mutante K120R de la proteina p53 no afecta la localizacién
subcelular de p53. La localizacion subcelular de p53 se determiné por
inmunofluorescencia en células MCF7 transfectadas con un vector de expresion para
P53 wt, junto con un pldsmido de expresidn para p53-K120R, ambos etiquetados con
el epitopo FLAG. La proteina p53 se ha detectado con un anticuerpo secundario de
fluorescencia verde (FITC), anti FLAG, mientras que el ADN se ha tefiido con DAPI

(azul) para la localizacién de los nucleos celulares.




De la misma manera, tras realizar ensayos de fraccionamiento
celular por Western Blotting, tampoco observamos un cambio en la
estabilidad de la proteina entre el citoplasma y el ndcleo. En la figura
38, se puede apreciar como tanto la forma agreste como el mutante

K120R tienen una localizacién muy similar, mayoritariamente nuclear.

Citoplasma Nucleo
FLAG-p53 K120R + + + +
FLAG-p53 + + T
NEDDS8 L n n n
- e — . | FLAG (p53)
R lamina
\ } 1

Figura 38: El mutante K120R de p53 no afecta la estabilidad de la proteina p53.
Se emplean células HEK293T transfectadas con plasmidos de expresién para las
formas p53 wty p53-K120R, junto con un vector de expresién para NEDD8. Se extraen
las proteinas citoplasmaticas y nucleares y se analiza la estabilidad de p53 por Western
Blotting. Como controles de carga se emplea Lamina para las proteinas nucleares y
GAPDH para las citoplasmaticas. Se muestran los datos de un experimento

representativo.

Por otro lado, la transfeccion de NEDD8 tampoco afecté a la
localizacién subcelular de la proteina, como se puede apreciar en la
figura 38 (comparando las calles 2 y 4, en el citoplasma, y las calles 6 y
8 en el nlcleo. La bajada que se observa en la calle 8 se debe a un

error de carga, como revela el control empleado GAPDH).

Ya que esta descrito que la acetilacion de la lisina 120 de p53,
dentro del dominio de unién al ADN, es necesaria para la apoptosis
mediada por p53, pero no asi para la senescencia o el control del ciclo

celular (359), quisimos investigar como influia la modificacién por



NEDDS8 de este residuo en la actividad de p53. Para ello, se utilizé de
nuevo la construccién testigo pG13Luc y se cotransfectd con las
construcciones p53 wty p53-K120R, junto con plasmidos de expresion
para NEDDS8 o Ubiquitina, en presencia de MDM2. Como puede verse
en la figura 39, la cotransfeccién de NEDD8 tuvo un profundo impacto
en la transactivacion de la construcciéon testigo por p53 wt, que se
revertia tras la incubacidn con MLN4924. Por el contrario, la actividad
del mutante no parecia verse afectada por la sobreexpresion de
NEDDS, aunque curiosamente, la incubacion con MLN4924 produjo
una disminucién en la actividad luciferasa de las células transfectadas
con el mutante en presencia de NEDDS8. La sobreexpresion de
ubiquitina afecté por igual a la transactivacién de ambas formas de
p53, observandose una disminucién de la actividad posiblemente

debido a su degradacién por el proteosoma.

pG13Luc
3
M vacio
B NEDDS
Il NEDD8+MLN4924
[ ] UBB
[ ] UBB+MLN4924
D
= 1,5 T '|'
T
0
p53wt p53-K120R

Figura 39: La neddilacién de la lisina 120 afecta a la funcién de la proteina p53.
Efecto de NEDDS8 o Ubiquitina en la lisina 120 sobre la actividad de p53. Se transfectan
células HEK293T con construcciones para p53 wt y p53-K120R, junto con el vector
testigo pG13Luc y pldsmidos de expresion para NEDD8 o Ubiquitina, en presencia o
no de MLN4924 (0,25uM). Se representan las actividades de luciferasa en relacion con
la actividad de la B-galactosidasa transfectada como control interno (unidades de

luciferasa relativas) = SD de tres determinaciones independientes.



Investigamos también el efecto de la neddilaciéon de la lisina
120 de p53 sobre la transcripciéon de sus genes dianas. Para ello,
utilizamos la linea celular MEC1 derivada de un paciente LLC, y que
alberga una delecién del brazo corto del cromosoma 17. La
transfeccion tanto de p53 agreste como de su mutante K120R se
acompafnd de altos niveles de los mensajeros de varios de sus genes
diana, como PUMA, NOXA, o MDM2 (figura 40). Curiosamente, la
cotransfeccién de NEDDS8 indujo una reduccion en los niveles de estos
mensajeros inducida por p53 agreste. Sin embargo, NEDD8 no afecté

a la induccién de estos genes mediada por el mutante K120R (figura
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Figura 40: Efecto de la neddilaciéon de K120 sobre la transcripcion de genes diana
de p53 en células MEC-1. Anélisis cuantitativo de la expresion de genes diana de p53
por RT-PCR. Se transfectaron 2.10¢ células MEC-1 por cada condicién mediante
electroporacién, junto con plasmidos de expresién para p53 wt y p53-K120R, y un
vector para NEDD8 en las muestras que se indique. Los valores de expresién se han

relativizado frente a B-actina.



El efecto de NEDDS8 sobre la actividad de p53 mediado por la
lisina 120 podria deberse a diferentes efectos sobre la estabilidad, la
localizacién subcelular o la capacidad de unién al ADN de la proteina.
En primer lugar, transfectamos las formas p53 wt y p53-K120R
etiquetadas con un epitopo FLAG en células HEK293T y estudiamos
como la modificacién por NEDD8 o ubiquitina afectaban a su
estabilidad. En el Western Blotting que se muestra en la figura 41,
puede verse como la neddilacién de la lisina 120 de p53 no afecta a la
estabilidad de la proteina, independientemente de la presencia o no
de la mutacion K120R. La co-expresidn de ubiquitina, sin embargo, si
que afecta a la estabilidad de p53 wt, y en mayor medida a la de su

mutante, observandose una disminucion en la estabilidad dependiente

de dosis.
FLAG-p53 FLAG-p53 K120R
His6-UBB 0.1 25 0.1 25
His6-NEDD8 0.1 25 0.1 25

P o p— ——— FLAG (p53)

o P | GAPDH

Figura 41: La neddilacién de la lisina 120 no afecta a la estabilidad de la proteina
p53. Anilisis de la estabilidad de la proteina p53 en presencia de NEDD8 o Ubiquitina
mediante Western Blotting. Se transfectan células HEK293T con construcciones para
P53 wt y p53-K120R etiquetadas con el epitopo FLAG, junto con plédsmidos de
expresion para NEDD8 (His6-NEDD8) o Ubiquitina (His6-UBB) en las muestras

indicadas. Como control de carga se emplea GAPDH.

Dado que el dominio de uniéon al ADN participa en la
dimerizacién de la proteina, investigamos si la neddilacién de la lisina

120 de p53 afectaba a su interaccién con otro miembro de la familia



de p53 como es ANp73. Para ello, empleamos la construccidn testigo
de respuesta a ANp73, BIK -48/-38 (308) y estudiamos si la neddilacién
o ubiquitinacion modificaban su represién por p53 wt 6 p53-K120R,.
Tanto p53 como su mutante redujeron a la mitad la transactivacion de
esta construccién testigo por ANp73, lo que indica la interaccién de
ambas formas con ANp73 y la inhibicién de su funcién. Sin embargo, la
neddilacion de p53 agreste produjo una interferencia con dicha
inhibicion que no se vio con el mutante, observdndose un aumento en
la transactivacion de la construccién testigo como se muestra en la
figura 42, sugiriendo que es la neddilacion de la lisina 120 la que
media el efecto inhibitorio. Por su lado, la ubiquitinacién de p53 tuvo
un efecto similar a la neddilacién en la induccién de la expresion por
ANp73, aunque menos pronunciado, probablemente debido a la

degradacién de las proteinas.
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Figura 42: La modificacién de la lisina 120 interfiere con el dominio de unién al
ADN de la proteina p53, en su interaccion con ANp73. Andlisis de la transactivacion
de la construccidn testigo de respuesta a ANp73, BIK -48/-38. Se transfectan células
HEK293T con construcciones para p53 wt y p53-K120R, junto con plasmidos de

expresién para NEDD8 o Ubiquitina cuando se indica.

Finalmente, hemos iniciado experimentos para estudiar cémo
influye la neddilacion de la lisina 120 de p53 sobre la viabilidad y la
respuesta a quimioterapicos. Para ello utilizamos la linea celular de

LLC, MEC1 que es deficiente en p53, a la que restituimos p53 agreste o



el mutante K120R en presencia o ausencia de NEDDS, y analizamos su
respuesta a fludarabina. Como puede verse en la figura 43, las células
MEC1 son refractarias al tratamiento con 1puM de fludarabina. La
transfeccion de p53, tanto en su forma agreste como mutada, indujo
una profunda disminuciéon en su viabilidad basal. Sin embargo, sélo las
células transfectadas con p53 agreste respondieron al tratamiento con
fludarabina, en concordancia con datos de otros grupos que recalcan
la importancia de este residuo en la respuesta apoptdtica de p53 (392).
De forma llamativa, la neddilacién tuvo un efecto diferencial sobre las
células transfectadas con la forma agreste de p53 respecto al mutante
K120R. La cotransfeccion de NEDD8 en presencia de MDM2 revirtié en
gran medida tanto la viabilidad basal como la respuesta a fludarabina,
pero no en células transfectadas con el mutante K120R. Estos datos,
aun preliminares, mostrarian el profundo efecto que la neddilacién de
la lisina 120 de p53 tiene sobre la supervivencia de células B-LLC y por

ende, sobre el prondstico de los pacientes.
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Figura 43: La neddilacion de la lisina 120 afecta a la viabilidad de las células B-
LLC en respuesta a quimioterapicos como la Fludarabina. Anélisis de la viabilidad
de células MEC-1 a partir de un ensayo representativo de viabilidad celular (XTT). Las
células se transfectan mediante electroporacién con plasmidos de expresion para p53
wty p53-K120R, junto con un vector de expresién para NEDDS8 en las muestras que se
indique, en presencia de MDMZ2. Se incuban las células MEC-1, transfectadas con los
plasmidos correspondientes, en presencia o no de Fludarabina 1uM durante 60 horas

en una placa de 96 pocillos.












A dia de hoy, la leucemia linfatica crénica sigue siendo una
enfermedad incurable, a pesar de todos los esfuerzos que se llevan
realizando durante afos para identificar una alteracion genética unica,
y las causas moleculares que puedan explicar las caracteristicas

comunes que presentan los pacientes con LLC.

La caracteristica molecular considerada como el principal
problema que presentan las células B de la LLC es una apoptosis
defectuosa (360), que deberia iniciarse en respuesta a dafos
producidos en el ADN. Un desequilibrio entre las proteinas pro y anti
apoptaticas, junto con la expresion de ciertas moléculas involucradas
en las principales rutas de sefalizacién descritas como afectadas en la
LLC (225), y el entorno en el que residen estos linfocitos B, se
consideran los factores principales que dan lugar a los defectos en la
maquinaria de apoptosis. Ademas, la aparicion de clones neoplésicos
que favorecen la resistencia a los tratamientos empleados como la
quimioinmunoterapia, y el elevado riesgo de padecer complicaciones
infecciosas que pueden presentar estos pacientes, pone de manifiesto

la necesidad de encontrar nuevos objetivos terapéuticos (361).

Por estas razones, dada la experiencia de nuestro laboratorio en
el estudio de proteinas relacionadas con la reparacién del dano en el
ADN, y el hecho de que en la leucemia linfatica crénica la inactivacidn
del gen TP53 y la delecion de ATM sean los dos peores factores
prondstico en esta patologia (113) (314), ambos genes involucrados en
la respuesta al dafio en el ADN, nos centramos en el estudio de la
funcidon que podrian desempefar otras proteinas relacionadas con la
reparacién del dano en el ADN, el control del ciclo celular y la

apoptosis como son los genes FANC, en esta patologia.
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1. Estudio de la funcion que desempeiia FANCA en la
LLC.

En este trabajo, hemos analizado la expresidon de un grupo de
genes FANC en pacientes con LLC. Los genes FANC codifican un
conjunto de proteinas no relacionadas estructuralmente, pero que
forman un complejo denominado FANCcore, que se activa en
respuesta al bloqueo de las horquillas de replicacion y las roturas de
doble hebra (316), procesos en los que también estan involucrados
ATM y p53. Por estas razones, comenzamos un rastreo de la expresion

de los genes FANC, en la leucemia linfatica crénica.

Mutaciones en cualquiera de los 22 genes FANC descritos hasta
el momento, deja a las células propensas a la apoptosis y con una tasa
de crecimiento mas lenta (362) (366), de hecho, este fenotipo celular
estd detrds del agotamiento progresivo de células progenitoras
hematopoyéticas en pacientes con Anemia de Fanconi (343). Sin
embargo, en la leucemia linfdtica crénica ocurre una situaciéon de
alguna manera opuesta, ya que se acumulan células incapaces de ser
auto eliminadas, debido a un fallo en su maquinaria de apoptosis
(364).

El estudio de la expresién de los diferentes genes FANC se
realizé en una cohorte de varios cientos de pacientes con LLC, pero
finalmente el estudio combinado de 5 genes FANC se llevé a cabo en
101 pacientes con leucemia linfatica crénica. Un tema importante a
tener en cuenta fue la eleccién de los controles adecuados, y para ello
se emplearon dos tipos. Linfocitos B obtenidos de amigdalas
extirpadas a pacientes mediante reseccion quirdrgica, dada la facilidad
con la que pueden extraerse. Sin embargo, ya que una patologia como
la LLC en la que la interaccion con el estroma de los érganos linfoides

se considera un factor importante de supervivencia de las células B



afectadas (110) (200), decidimos utilizar también células CD19+
circulantes aisladas a partir de muestras de donantes sanos (buffy
coats), mediante un procedimiento inmunomagnético. Pudimos
confirmar grandes diferencias en la expresion de determinados genes
entre estos dos tipos de células controles, lo que apoya la idea de que
la interaccidn de los linfocitos B con células de estroma de érganos
linfoides induce la expresién de genes que favorecen su supervivencia.
El anélisis de la expresion de los diferentes genes FANC mostré
diferencias significativas entre los distintos controles empleados vy las
muestras de células B patoldgicas, teniendo estas ultimas una
expresion mas parecida a la de las células CD19+ circulantes sanas.
Este era el caso de los genes FANCI y sobretodo FANCA. De esta
manera, la mayor expresion de FANCA en las células derivadas de las
amigdalas la asociaria con una mayor supervivencia. De entre los
pacientes analizados, encontramos un grupo cuya expresion de
FANCA se asemejaba mas a la de células B obtenidas de amigdala y
decidimos estudiar si esta observacién se asociaba con alguna
caracteristica clinica adversa. Para poder establecer una correlacién
entre nuestras observaciones y la posible evolucién de los pacientes,
cruzamos nuestros datos de expresion génica con los datos clinicos de
los mismos recogidos por el servicio de hematologia durante su
diagndstico y tratamiento. De esta manera, identificamos que una
elevada expresién del gen FANCA estaba asociada con progresién de
la enfermedad y con un tiempo menor hasta el tratamiento, o lo que es
lo mismo, con un peor prondstico. Fue interesante también observar
que una elevada expresién de FANCA se asociaba con la delecién
11923, la segunda alteracién citogenética més frecuente en la LLC,
asociada al gen ATM vy caracterizada por presentar grandes
adenopatias (365) (366).

Hay articulos que describen que la sobreexpresion de genes
FANC se asocia con la resistencia a la quimioterapia, como ocurre en el

melanoma (367). La sobreactivacién de la via FA/BRCA se relaciona




con la resistencia a los agentes alquilantes en los gliomas (368), asi
como la sobreexpresién de FANCF se asocia con la resistencia a
melfaldn en el mieloma multiple (328), y su desmetilacién se ha

relacionado con tumores de ovario y mama (324) (330).

Nuestros datos revelan una elevada expresién de FANCA en
células B-LLC de un grupo de pacientes, por lo que nos propusimos
buscar algun proceso celular que estuviese relacionado con el peor
prondstico que presentan estos. Nuestro primer objetivo fue analizar
qué genes veian alterada su expresion por los altos niveles de
expresion de FANCA en células B-LLC. Para ello forzamos la
sobreexpresion de FANCA en células B-LLC mediante electroporacion
de un vector de expresién y analizamos el transcriptoma mediante
RNAseq. Encontramos 265 genes significativamente afectados tras la
transfeccion de las células B-LLC con FANCA, y observamos que 23 de
los 25 genes encontrados clasificados como genes reguladores
negativos de la muerte celular mostraban una regulacién positiva, asi

como otros genes asociados a la progresion tumoral.

Estd descrito que las células deficientes en genes FANC
presentan una mayor activacion de p53 y p21 (343) (369), y de hecho,
nuestros datos del transcriptoma de células con sobreexpresion de
FANCA han mostrado importantes variaciones en la expresién de
genes diana de p53. Por ello, nos planteamos si la sobreexpresién de
FANCA que presentan ciertos pacientes LLC, podria relacionarse con
una disminucion de la funciéon de p53. El empleo de células B-LLC
transfectadas con FANCA nos permitié observar que la sobreexpresién
de este gen se asociaba con una reduccidn en los niveles de ARNm de
p21, aunque con variaciones entre los pacientes LLC analizados. p21
es un inhibidor de ciclinas y su disminucidn se suele asociar con mayor
proliferacion (283), lo que podria explicar la asociacion de la
sobreexpresion de FANCA con estadios mas agresivos y de peor

prondstico en la LLC. Sin embargo, si que se observé de forma general



una disminucién en la expresion del ARNm de ANp73, otra diana
conocida de p53. ANp73 es una isoforma del supresor tumoral p73
truncada en el extremo N-terminal de la proteina. Puede generarse por
un uso alternativo de los exones del gen Tp73, o transcribirse
directamente desde su propio promotor P2p73, localizado en el tercer
intrén del gen (306). El promotor P2p73 contiene varios elementos de
respuesta a p53, y se encuentra muy activado por p53. Los ensayos de
luciferasa realizados muestran que esta induccién se ve disminuida con
la sobreexpresién de FANCA, el mismo efecto que se observa sobre
pG13Luc, un vector indicador de p53. Estos datos indican que FANCA
estd interfiriendo con la funciéon de p53, y esta interferencia podria
explicar el peor prondstico de los pacientes con LLC que presentan la
delecion 11923 y una sobreexpresion del gen FANCA, ya que tanto
p53 como de ANp73, promueven la detencién del ciclo celular y la
expresiéon de genes pro-apoptdticos como los pertenecientes a la
familia de proteinas de Bcl-2 “sélo BH3" (308) (370) (371). De hecho,
nuestros experimentos han demostrado que la transduccién de un
vector de expresion para FANCA en linfocitos B de pacientes LLC, o en

lineas celulares linfoblastoides, aumentd su proliferacion.




2. Relacion entre las modificaciones postraduccionales y
FANCA.

Las modificaciones postraduccionales de la proteina p53 se
consideran importantes reguladores de su localizacidén subcelular,
estabilidad y funcién. La ligasa E3 de ubiquitina MDM2 media tanto la
ubiquitinacién como la neddilacién de p53, inhibiendo su actividad
transcripcional (65). En esta misma linea, NUB1 (NEDDS8 ultimate
buster-1), se ha descrito como un importante regulador de la funcién
de p53, promoviendo su localizacion citoplasmatica e inhibiendo su
actividad transcripcional (345). Nuestros resultados muestran como la
sobreexpresion de NUB1 desestabiliza p53, lo que se podria explicar
porque cuando p53 se conjuga con NEDDS, se convierte en una diana
para su degradacion por el proteosoma mediada por NUB1 (346). De
hecho, hemos observado que bloqueando la funcién del proteosoma

con bortezomib, se acumula la proteina p53 neddilada en las células.

Se ha especificado que FANCA interactia directamente con
NUB1 (372), por lo que decidimos investigar un posible efecto directo
de FANCA sobre la estabilidad de p53. En base a nuestros
experimentos, hemos podido demostrar como FANCA y NUB1L
colaboran en la degradacién e inactivacion funcional de p53 cuando
se transfectan conjuntamente, mostrando por primera vez que FANCA
colabora con la ligasa de ubiquitina E3 MDM2 en la ubiquitinacion y
degradacién de p53. Sin embargo, aunque en la pagina Entrez Gene
de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2175) de FANCA, NUB1

aparece como una de las proteinas que interactia con FANCA en

ensayos de dobles hibridos (372), no pudimos demostrar una
interaccion directa entre estas dos proteinas, ni mediante ensayos de
coinmunoprecipitacién ni utilizando un sistema de dobles hibridos.

Una observacion més detallada nos permitié darnos cuenta de que el


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2175

nimero de acceso y la descripcién funcional indicados en el articulo

original correspondian al gen NUBP1 en lugar de NUB1.

En conjunto, nuestros resultados parecen indicar que tanto
NUB1L como FANCA colaboran en la desestabilizacién de p53,
posiblemente mediante mecanismos implicados en su regulacidn
mediada por MDM2, y no a través de su interaccién (373). La
localizacion subcelular de la proteina p53 parece también estar
regulada por la colaboracion de FANCA y NUBIL. Liu et al. ya
describieron que NUB1 interferia con la funcién de p53 promoviendo
su exportacion nuclear (345), algo que nosotros hemos podido
comprobar, y mostrar por primera vez la colaboracién de la proteina
FANCA en ese mecanismo, observando un cambio de la localizacion
subcelular de p53 al citoplasma tras la transfeccién de ambas

proteinas.

En resumen, en este estudio hemos descrito que la elevada
expresiéon de FANCA puede considerarse como un nuevo marcador
prondstico de la leucemia linfocitica crénica, relacionado con la
delecion conocida previamente 11g23. Hemos profundizado en los
mecanismos moleculares que estan detrds de este marcador de mal
prondstico y hemos revelado una interferencia directa, previamente
desconocida, de FANCA con la estabilidad y funcién de p53.




3. Estudio del papel de las modificaciones

postraduccionales, y en especial la neddilacién, en la

Leucemia Linfatica Crénica.

El complejo FANCcore es una E3 ligasa multiproteica
encargada de la monoubiquitinacién de las proteinas FANCD2 vy
FANCI en respuesta al atasco de las horquillas de replicacion (34) (35)
(36). Sin embargo, recientemente se ha descrito una funcién de la
proteina FANCA en la neddilacion de CXCR5 y otras proteinas de
membrana (339), varias de las cuales son marcadores prondstico en la
leucemia linfética crénica. Para obtener una visién general del alcance
e importancia de las modificaciones postraduccionales en la etiologia
de la leucemia linfatica crdnica, decidimos realizar un rastreo completo
de todas las proteinas modificadas en la LLC. Este estudio se llevd a
cabo en muestras de pacientes LLC mediante la plataforma UbiScan de
Cell Signaling Technology, que ha sido ampliamente utilizada en el
rastreo de modificaciones postraduccionales en otras patologias (377)
(405) (406) y en el estudio del papel de la proteina FANCA en la
neddilacién (339).

Nuestros datos muestran un aumento en las modificaciones
postraduccionales en células B-LLC con respecto a linfocitos B
circulantes sanos. La neddilacién es una modificacién postraduccional
implicada en el desarrollo de varias neoplasias malignas, tanto
hematoldgicas como de tumor sdlido (57) (53) (54) (55) (374). Las
herramientas disponibles hasta la fecha, basicamente el anticuerpo
UbiScan, impiden hacer una seleccién positiva de neddilacién, ya que
detectan a la vez residuos comunes a la ubiquitinacion, la isgilacién y la
neddilacién. Por esta razén, para tratar de diferenciar las
modificaciones por neddilacién del resto de modificaciones
detectadas en nuestro estudio, empleamos muestras pareadas tratadas
o no con el inhibidor de la neddilacién MLN4924. Este inhibidor se



estd probando en ensayos clinicos para el tratamiento de diferentes
tipos de tumores (88) (90) (?97). Hay articulos que ya han mostrado el
efecto citostatico que puede tener este inhibidor sobre las células B-
LLC ex vivo, potenciando la acciéon de los agentes alquilantes y los
farmacos que se emplean en la actualidad en el tratamiento de esta
patologia, como el ibrutinib y el idelalisib (?1). Por otra parte, nos fue
de gran ayuda comparar nuestros datos con los sitios de
ubiquitinacién auténticos descritos por Akimov et al. en su estudio del
ubiquitinoma humano (350), identificados con un anticuerpo
especifico para esta modificacién. De esta manera, razonamos que la

doble comparativa nos identificaria neddilaciones verdaderas.

Nuestra seleccidn identificé numerosas proteinas implicadas en
practicamente todas las rutas descritas como alteradas en la LLC, que
mostraban un incremento en su modificacidn, reversible, al menos
parcialmente, por tratamiento con MLN4924, lo que apoyd la idea de
que la neddilacién se encuentra elevada en la leucemia linfatica

cronica.

El hecho de que las cullinas y otras proteinas relacionadas con
la neddilacién apareciesen entre los péptidos modificados, y que esa
modificacién disminuyera con el inhibidor, respaldd nuestra estrategia
de emplear el MLN4924 como primera aproximacién para identificar
dianas de neddilacién en la LLC. También observamos que el péptido
NEDDS8 se encontraba entre las proteinas con mas residuos de lisina
modificados en nuestra seleccién, dato que indica la existencia de
procesos de poli-neddilaciéon ramificada o la formacién de conjugados
hibridos NEDD8-ubiquitina (13) (42).

Entre las principales proteinas descritas como importantes en el
fenotipo de la LLC se encuentran las implicadas en la remodelacién de
la cromatina. Las histonas constituyen un componente estructural clave

para el correcto empaquetamiento del material genético en el nicleo




celular, que afecta a su accesibilidad para la maquinaria transcripcional
y, por tanto, a la expresiéon génica. Entre las caracteristicas
morfolégicas mas notables de las células B-LLC estdn una alta
condensaciéon de su cromatina, la ausencia de nucleolos y un
citoplasma bastante reducido (375). Encontrar en nuestro rastreo un
elevado numero de histonas altamente modificadas en la LLC vy
sensibles a ML4924, nos hizo pensar que la neddilacion podria
relacionarse con la condensacidn de la cromatina caracteristica de esta
patologia, hecho que puede impedir la expresién de ciertos genes
supresores de tumores como p53, lo que explicaria el peor prondstico
de estos pacientes. Estd descrito que la elevada expresiéon de HDACH
(histona deacetilasa) en pacientes LLC se relaciona con un peor
prondstico (403), ya que la acetilaciéon estaria favoreciendo la
descondensacion de la cromatina, y en consecuencia mejorando el
prondstico de estos pacientes. Cabe hipotetizar que la competencia de
la neddilacion por las lisinas diana de acetilacion afecte a la

condensacidn de la cromatina en células LLC.

Los linfocitos proliferantes en esta patologia son especialmente
fragiles, y se rompen con facilidad tras realizar las extensiones
sanguineas, dando lugar a las denominadas sombras de Gumprecht
(108). Por esta razodn, las proteinas del citoesqueleto constituyen otro
grupo de proteinas muy importante en el fenotipo de la LLC. En
nuestro estudio, observamos que ciertas proteinas del citoesqueleto
mostraban una elevada modificacidén en las muestras de LLC, cuyos
niveles disminuian tras el tratamiento con MLN4924. Este es el caso de
la vimentina, entre otras, encargada de proporcionar el soporte
estructural a los linfocitos circulantes (353). Los niveles elevados de
esta proteina se correlacionan con menos sombras de Gumprecht, y

por lo tanto con un peor prondstico.

Nuestros resultados del andlisis de las extensiones realizadas a

partir de sangre periférica de 3 pacientes, sin tratamiento y tratadas



durante 4 horas con MLN4924, mostraron en 2 de los pacientes un
aumento en el recuento de sombras de Gumprecht tras el tratamiento
con MLN4924, dato que puede concordar con el mejor prondstico que
presentan aquellos pacientes con mayor nimero de sombras, aunque
estos datos son observaciones muy preliminares, por lo que para sacar
conclusiones mas decisivas habria que realizar estos estudios
aumentando el nimero de pacientes, algo que ya se esta llevando a

cabo en el laboratorio.

Igualmente, el splicing de ARN es un proceso
postranscripcional que consiste en la eliminacidn de intrones del
transcrito primario, y en el empalme de los exones que generen las
proteinas que la célula necesite en cada situacidn. Este proceso es
catalizado por el spliceosoma, y una serie de proteinas que participan
en el procesamiento del ARN, como es el caso de la proteina SF3A1
(378), entre otros factores de empalme. En nuestro estudio hemos
encontrado esta proteina modificada positivamente en dos lisinas,
observédndose una disminucién en la modificaciéon tras el tratamiento
con el inhibidor de la neddilaciéon. Estas observaciones podrian
correlacionar con la importancia que tiene el mantenimiento
estructural de esta proteina, ya que mutaciones puntuales en algunas
de sus regiones se asocian con enfermedades hematoldgicas, como

los sindromes mielodisplésicos y ciertos tipos de leucemias (379).

Entre las principales rutas descritas como alteradas en la LLC se
encuentra la del receptor de célula B. La sefalizacion de BCR
promueve la proliferacion y supervivencia de las células B patoldgicas
(110), y su sobreexpresion se ha relacionado con los principales
factores de mal prondstico en la LLC (219). Es por estas razones que en
los Ultimos afos, el BCR se ha convertido en una de las principales
dianas terapéuticas, desarrollandose farmacos dirigidos al bloqueo de
sus vias de sefializacidon, como Ibrutinib (255) e Idelalisib (256). En esta

misma linea, hay articulos que describen una actividad antitumoral




sinérgica del inhibidor de la neddilacién con éstos farmacos (91).
Encontrar en nuestro rastreo modificaciones positivas de multiples
lisinas pertenecientes tanto a la bruton tirosin quinasa (BTK), como a
otras quinasas reclutadas por el BCR, SYK y LYN, nos mostré la
importancia que puede llegar a tener la modificacion de estas
proteinas en el desarrollo de la patologia. Sin embargo, todas estas
modificaciones se incrementaban tras el tratamiento con MLN4924, lo
que parece indicar que su regulacién por neddilacién es compleja. De
hecho, ya se han descrito muchas de las lisinas modificadas en nuestro
rastreo como ubiquitinaciones, informacidn que se puede obtener en

la pagina https://www.phosphosite.org/proteinAction.action?

id=618&showAllSites=true, en la que muestran los residuos

modificados por alguna PTM en las proteinas, como acetilaciones,
fosforilaciones y ubiquitinaciones, entre otras. Por ejemplo, en el caso
de la quinasa BTK, aparecen ya identificadas las lisinas K322, K406,
K536, K558 como ubiquitinadas, asi como para la proteina SYK, ya se
han descrito ubiquitinadas las lisinas K60, K509, K517, K587 vy
acetiladas las lisinas K105, K116, K402, y en el caso de la proteina LYN,
las lisinas K9 y K20 aparecen como modificadas por ubiquitinacién. La
competencia entre todas estas modificaciones por las mismas lisinas,
asi como el efecto cruzado sobre proteinas reguladoras de estos
procesos, podrian explicar la respuesta de las mismas al MLN4924. Es
de enorme interés indagar en estas observaciones, dada la relevancia

de las rutas activadas por BCR enla LLC (110).

Una de estas rutas es la via de supervivencia de NF-kB, que se
encuentra constitutivamente activada en la LLC, hecho que se relaciona
también con las interacciones que se producen entre las células B-LLC
y el microambiente tumoral (269), activdandose una serie de genes anti-
apoptdticos (380). En nuestro estudio del transcriptoma llevado a cabo
en células B-LLC, tratadas o no con el inhibidor de la neddilacién,
observamos que el MLN4924 alteraba la expresién de muchos genes

diana conocidos de NF-kB, y curiosamente, el 80,8% de esos genes
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eran reprimidos por la accién del inhibidor, mientras que sdélo un
19,2% aumentaban la expresién de su mensajero. Estos datos
concuerdan con lo descrito por autores como Godbersen et al. (1) y
apuntan a que la ruta NF-kB es un importante mediador del efecto del
MLN4924 sobre la viabilidad de las células B en la LLC. Estos autores,
basan el efecto de la inhibicion de la neddilacién sobre la ruta NF-xB
en la estabilizacion que produce sobre la proteina IkB fosforilada,
sugiriendo que se ve afectada su ubiquitinacién y degradacién en el
proteosoma. Sin embargo, llama la atencién que en su articulo no
muestran la cantidad de proteina IkB total, tan solo la forma fosforilada.
Nuestros datos parecen indicar que MLN4924 no es un buen
estabilizador de la proteina IkB, especialmente comparado con el
robusto efecto de bortezomib, un inhibidor del proteosoma, sobre la
misma. Nuestro rastreo ha revelado modificaciones en tres proteinas
involucradas en la activacién de NF-kB por TNFa, como son TANK,
IKKB y NEMO, que conforman un complejo ternario que participa en la
fosforilacién y degradacién de IkB, y por lo tanto en la activacién de
NF-kB por la via candnica (264). Encontrar estas proteinas modificadas
en nuestro estudio apunta a un nuevo mecanismo de influencia de la

neddilacién sobre la ruta NF-kB, que regularia la fosforilacion de IkB.

Entre las anomalias moleculares descritas como mas
recurrentes en la LLC, encontradas tras realizar el analisis del genoma
completo y compararlo con las caracteristicas y resultados clinicos, se
encuentra la desregulacion de la via de sefalizacion de Notch (123).
Aquellos pacientes con LLC que presentan Notch1 mutado, entorno a
un 12%, se asocian con un peor prondstico de la enfermedad (381),
aunque a dia de hoy se desconoce su regulacién (278). En nuestro
estudio no hemos encontrado ninguna diana entre los miembros de
esta ruta, pero si proteinas que podrian modular la actividad de la ruta
Notch, como es el caso de la proteina MIB1. Esta proteina es una ligasa
de ubiquitina E3-RING que induce la actividad de la ruta Notch
mediante la ubiquitinacién y endocitosis de sus ligandos (354) (355),




mientras que la represién de MIB1 reduce la activacién de la ruta de
sefalizacién. En nuestro rastreo esta proteina se encuentra altamente
modificada, y esos niveles de modificacién disminuyen tras el
tratamiento con MLN4924, por lo que pudiera ser que esta variacion
en su modificacién afectase a la desregulacién de la ruta Notch en la
LLC. Por otro lado, entre los factores de transcripcién modificados en
nuestro estudio, se encontraron las proteinas Aiolos e ikaros,
reguladores de genes diana de Notch. Estas proteinas mostraban una
reduccion en su modificaciéon potenciada ain mas tras el tratamiento
con MLN4924. El factor de transcripcién fkaros regula la expresion de
genes encargados de controlar la progresién del ciclo celular y la
supervivencia (356). La expresién de Ikaros se reduce al sistema hemo-
linfopoyético, y la pérdida de su actividad puede contribuir al
desarrollo de neoplasias hematoldgicas como la Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA). Igualmente, la proteina Aiolos se expresa en
células B maduras y es homdloga a (Karos (382). Es necesario
determinar el efecto de las modificaciones encontradas en la LLC
sobre la actividad de estas proteinas, lo que nos permitird un mejor
entendimiento de esta enfermedad y el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas.

El fracaso de las terapias convencionales empleadas en el
tratamiento de la leucemia linfatica créonica se debe principalmente a
procesos de apoptosis defectuosos, que se inician en respuesta a
diferentes danos producidos en el ADN, como las roturas de doble
hebra (DSB) y de cadena sencilla (287). Ya se ha descrito que la
reparacién del ADN es uno de los procesos regulado por neddilacién,
y de hecho, en nuestro rastreo encontramos varias proteinas
implicadas en reparacion modificadas por neddilacién. Entre ellas
detectamos modificaciones en el heterodimero Ku, un complejo
proteico de reparacién de ADN por unién de extremos no homadlogos
(NHEJ) (335), formado por subunidades de 70 y 80 kDa, modificado en

varias de sus lisinas.



La proteina p53 también ha aparecido en nuestro rastreo como
altamente modificada en la lisina 120 (K120), disminuyendo esa
modificacién tras el tratamiento con MLN4924. Esta proteina se
encuentra inactiva en la mayoria de los canceres humanos, bien por
mutacion, cambio en la localizacion citoplasmatica o por un aumento
de las interacciones con su regulador negativo MDM2 (383) (384),
entre otras, por lo que conocer su regulacién y las posibles
alteraciones que presenta esta proteina en céncer es fundamental
(385). La mutacién de esta proteina constituye uno de los principales
cambios gendmicos en los tumores (300) (298), considerandose en la
LLC uno de los principales factores de mal prondstico (113) (315). p53
promueve la supresion tumoral a través de su capacidad como factor
de transcripcion que se activa mediante modificaciones
postraduccionales, como la ubiquitinacién, fosforilacién, acetilacion,
sumoilacion, metilacion y neddilacién (310) (386) (387) (388) (389). La
regulacién transcripcional que ejerce esta proteina tiene una funcién
muy importante, provocando la detenciéon del ciclo celular ante un
dafio producido en el ADN vy facilitando asi la reparacion de las células
danadas, o induciendo la apoptosis cuando el ADN se ha daifado de
forma irreparable (390). De esta manera, la proteina p53 ayuda al
mantenimiento de la estabilidad gendmica, y es por eso que se le

conoce como el “guardian del genoma” (391).

La proteina p53 puede acetilarse en varias lisinas, localizadas
principalmente en su extremo C-terminal, aunque también en la lisina
120 que se encuentra dentro del dominio de unién al ADN (392). Hay
articulos que describen la importancia que tiene la lisina 120 en la
funcién de p53 como supresor tumoral, ya que la acetilacién de este
residuo dentro del dominio de unién al ADN aumenta la estabilidad de
la proteina p53, permite la asociacién con otras proteinas, y es
necesaria para las respuestas ante el dano en el ADN, y por lo tanto,
para la apoptosis mediada por p53 (359) (393) (394). De forma que la

mutacion y pérdida de este residuo en los canceres humanos anula




completamente la apoptosis dependiente de p53 (395). Para poder
averiguar si la modificacién de este residuo se podia relacionar con el
fenotipo de la LLC, generamos un mutante cambiando la lisina 120 por
una arginina (K120R), mutacidn que no cambiaba aparentemente la
conformacién de la proteina. A partir de ensayos realizados con las
formas agreste y mutada de p53, hemos estudiado cémo la
neddilacion de este residuo influye sobre la funcion de p53 vy el

fenotipo celular de la LLC .

Los resultados obtenidos hasta el momento, derivados de
ensayos preliminares que se han realizado en el laboratorio, muestran
que la mutacién en si no tuvo efecto sobre la actividad transcripcional
de la proteina p53. Tampoco sobre su localizacidon subcelular. Esto
contrasta con lo publicado por otros autores, que describen que
ciertos mutantes de p53 se localizan en el citoplasma, mostrando
mayor susceptibilidad a sufrir ubiquitinaciones, tanto en las lisinas que
se encuentran en el extremo C-terminal como en el dominio de unién
al ADN. Sin embargo, hay lisinas cuyas mutaciones pueden inhibir la
ubiquitinacién, y por lo tanto rescatar la localizacién nuclear de la
proteina (358). Hecho que podria explicar que no observemos
cambios significativos en la localizacion intracelular de nuestro

mutante p53-K120R, con respecto a la forma p53 agreste.

Ya que parece que la modificacién por acetilacién de la lisina
120 es clave para que la proteina p53 ejerza su funcién como supresor
tumoral, nos preguntamos qué ocurria cuando se modificaba este
residuo por NEDD8. Nuestros datos indican una potente regulacién de
p53 a través de la neddilacién de la lisina 120, ya que afecta a la
supervivencia de las células B y a su respuesta a quimioteradpicos como
la fludarabina. Pero son varios los posibles mecanismos por los cuales
esta PTM podria estar afectando a la actividad de la proteina p53. Para
intentar determinar el proceso, primeramente decidimos analizar cémo

afectaba la neddilaciéon a la estabilidad de la proteina p53. Tras el



anadlisis de los extractos celulares, lo que observamos fue que la
neddilacion de la proteina p53 no afectaba a su estabilidad,
independientemente de la presencia de la mutacién. Sin embargo, la
ubiquitinacién si que provocaba una disminucién dependiente de
dosis en la estabilidad de la proteina, méas pronunciada en el caso de la
forma mutada. Tras descartar una posible regulacién a través de
cambios en la estabilidad de la proteina y cambios en su localizacién
subcelular, nos planteamos la posibilidad de que el péptido NEDD8
pudiera estar interfiriendo con la unién al ADN de la proteina p53. Para
responder a esta pregunta llevaremos a cabo ensayos de tipo ChIP y
ELISA, que no han podido realizarse ain en el momento de escritura
de esta tesis. Pero si hemos podido aportar datos que indican que la
neddilacién de la lisina 120 afecta a la dimerizacién de la proteina, a
través de un experimento en el que se demostraba que la modificacién
de este residuo interfiere con la inhibicién que ejerce p53 sobre la

transactivacién de un elemento de respuesta a ANp73.

Los resultados obtenidos hasta el momento en el laboratorio
sobre la relevancia que puede tener la neddilacién de la lisina 120 de
p53 enla LLC, y teniendo en cuenta lo que ya esté descrito en cuanto a
la importancia que tiene la acetilacion de la misma (359), nos lleva a
plantear que pueda existir una competencia entre la acetilacién y la
neddilacion de esa lisina en esta patologia. Hay articulos que
describen que NAT10 acetila p53 en K120 en respuesta al dafio
producido en el ADN, aumentando la afinidad de p53 por sitios en los
promotores de genes pro-apoptdticos, lo que correlacionaria con la
idea de que una neddilacién de la lisina 120 bloquee su acetilacién y
por tanto la actividad pro-apoptdtica de p53 en células B-LLC (359)
(393). Curiosamente, NAT10 es una proteina acetiltransferasa nucleolar
(407), y sabemos que la variante mas tipica de la LLC carece de
nucleolos, lo que podria afectar a la acciéon que NAT10 ejerce sobre la
funcionalidad de p53, quiza alterando el equilibrio entre acetilacién y

neddilacién.




A modo de resumen, este trabajo de tesis muestra que las
modificaciones postraduccionales desempefan una funcién
importante en la etiologia de la leucemia linfatica crénica. Por un lado,
hemos encontrado que la sobreexpresion del gen FANCA es un
marcador de mal prondstico en esta patologia. FANCA participa en la
degradacién de p53 mediada por MDM2. Por otro lado, nuestro
rastreo muestra que la LLC presenta un nivel elevado de
modificaciones postraduccionales, algunas de las cuales se revierten
por la accion del inhibidor de la neddilacion MLN4924. Este aumento
de las PTM afecta a miembros de las rutas de sefalizacion descritas
como afectadas en la LLC. Hemos iniciado la caracterizacién de la
modificaciéon encontrada en la proteina p53 en LLC, y nuestro datos
indican que puede tratarse de una neddilacion que interfiere con la

funcion de p53.



CONCLUSIONES.






VI. CONCLUSIONES.

La expresion elevada de las proteinas FANCA y FANCI se puede
correlacionar con la interaccién de las células B-LLC con el estroma
de los drganos linfoides, un factor de supervivencia conocido para

estas células.

La expresién elevada de las proteinas FANCA y FANCF se ha

asociado estadisticamente con progresién de la enfermedad.

La sobreexpresion de FANCA se relaciona estadisticamente con la
del 11923 y una menor supervivencia libre de progresién en los

pacientes con LLC.

La sobreexpresion de FANCA podria considerarse un marcador de

mal prondstico en la LLC.

La sobreexpresion de FANCA regula positivamente la expresion de

muchos genes de supervivencia celular.

La sobreexpresion de FANCA bloquea la expresidén de genes diana
de p53 como p21 y ANp73, lo que podria explicar la asociacion de
la sobreexpresion de FANCA con progresion y peor prondstico de

los pacientes con LLC.

FANCA colabora con la ubiquitinacién y degradacion de p53
mediada por MDM2. La disminucién de la estabilidad de p53 se

correlaciona con el aumento en la proliferacién de células B-LLC.

Las proteinas FANCA y NUB1L participan en la estabilidad vy

localizacién subcelular de p53.



10.

11.

12.

13.

14.

La LLC presenta un nivel elevado de Modificaciones
postraduccionales, algunas de las cuales se revierten por la accién
del inhibidor de la neddilacion MLN4924.

El aumento en las PTM afecta a miembros de las rutas de

sefalizacidn descritos como alterados en la LLC.

La neddilacién de la lisina 120 modula la funcién de la proteina
p53, inhibiendo la transcripcidn de algunos de sus genes diana con

funcién pro-apoptdtica, como PUMA y NOXA en células LLC.

La neddilacién de la lisina 120 de p53 no afecta a su estabilidad, ni

a su localizacién subcelular.

La neddilacién de la lisina 120 interfiere con la dimerizacidn del
p53.

La neddilacidn de la lisina 120 afecta a la viabilidad de las células B-

LLC en respuesta a quimioterapicos como la Fludarabina.
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1. Abreviaturas.

14-3-3: Proteina activadora de tirosina 3-
monooxigenasa/triptéfano 5-monooxigenasa.

AT: Ataxia - telangiectasia.

Ac: Anticuerpo.

ADN : Acido desoxirribonucleico.

AF: Anemia de Fanconi.

AKT: Proteina serina-treonina quinasa.
AMP: Adenosin monofosfato ciclico.

ANOVA: Andlisis de la varianza.

AP-1: Proteina activadora 1.

APAF-1: Factor 1 activador de proteasas de apoptosis.

APC2: Subunidad del complejo APC/C promotor de
la anafase.

APP: Proteina precursora amiloide.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero
ARNseq: Secuenciacion del transcriptoma.

ARNt: ARN de transferencia.




ATG-12: Proteina 12 similar a ubiquitina (UBL)
relacionada con la autofagia.

ATG-8: Proteina 8 similar a ubiquitina (UBL)
relacionada con la autofagia.

ATM: Ataxia-telangiectasia mutado.

ATP: Adenosina trifosfato.

ATR: ATM relativo a Rad3.

BAD: Antagonista de Bcl-2 en la muerte celular.

BAK: Antagonista de Bcl-2 /asesino 1

BAX: Proteina X asociada a Bcl-2.

BCA: Acido bicinconinico.

Bcl-2: Proteina 2 de linfoma de células B.

Bcl-w: Proteina 2 similar a Bcl-2.

Bcl-x: Proteina 1 similar a Bcl-2.

Bcl-xL: Isoforma larga de la proteina 1 similar a Bcl-2.

Bcl-xS: Isoforma corta de la proteina similar a Bel-2.

BCR: Receptor de célula B.

Bfl-1: Gen relacionado con Bcl-2 en higado fetal.

BH: Dominio de homologia a Bcl-2.

BID: Dominio agonista de muerte celular que

interacciona con Bcl-2.

BIK: Asesino que interacciona con Bcl-2.

BIM: Mediador de muerte celular que interacciona
con Bcl-2.



BIRC2:

BIRC3:

BLNK:

Bmf:

BMSCs:

BR:

BRCA:

BSA:

BTB:

BTK:

c-Rel:

cADN:

Cas9:

Caspasa:

CDDP:

CDK:

CDKN1:

CDT1:

CFSE:

Proteina 2 que contiene la repeticién de IAP
(proteina inhibidora de apoptosis)

Proteina 3 que contiene la repeticién de IAP
(proteina inhibidora de apoptosis)

B cell linker protein.

Factor modificador de Bcl-2.
Células estromales de médula dsea.
Bendamustina/Rituximab.

Breast cancer.

AlbUmina de suero bovino.

Dominio de las proteinas adaptadoras que
reclutan sustratos en las CRL de tipo 3.

Tirosina quinasa de Bruton.

Factor de transcripcién de NF-kB, codificado
por el gen REL.

ADN complementario.

Proteina 9 asociada a CRIPR.
Proteasas cistein-acido aspartico.
Cis-platino.

Quinasia dependiente de ciclina.
p21

Chromatin licensing and DNA replication
Factor 1.

Ester succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina.




CHK1: Quinasa del punto de control 1.

CHK2: Quinasa del punto de control 2.
CKil: Inhibidor de CDK.
COP9: Metaloproteasas dependiente de Zinc. Enzima

de-neddilante.

CRISPR: Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas
y regularmente interespaciadas.

CRL: Ligasas de ubiquitina Cullin-RING.
CUL: Cullina. Cullin

CXCL: Receptor de quimioquinas C-X-C.
CXCR: Receptor de quimioquinas C-X-C.
Cys: Cisteina.

DBS: Roturas de doble hebra.

DCN1: Ligasa E3 de neddilacion.

DD: Dominio de muerte.

DDB1: Proteina de unién al dafio en el ADN.
DDR: Dafio producido en el ADN.

DEG: Genes expresados diferencialmente.
del: Delecion.

DEN1: Enzima de-neddilante.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

diGly: Resto de dos glicinas (GG).



DMEN:

DMSO:

DNA-PK:

dNTPs:

DTT:

DUBs:

EDTA:

EGFR:

EGTA:

ERK:

F-Box:

FA-BRCA:

FADD:

FANC:

FBS:

FCR:

FDB:

FISH:

FITC:

GFP:

Dulbecco’s modified eagle medium.
Dimetilsulféxido

Proteina quinasa dependiente de ADN.
Desoxirribonucledtidos trifosfato.
ditiotreitol

Enzimas deubiquitinasas.

Acido etilendiaminotetraacético.

Factor de crecimiento epidérmico.

Acido etilenglicol tetraacético.

Quinasa regulada por sefales extracelulares.
Receptor de sustrato para las CRL de tipo 1.
Ruta Fanconi-BRCA.

Fas associating protein with DD.

Grupo de Proteinas perteneciente a la familia
de genes de AF.

Suero bovino fetal.
Fludarabina/Ciclofosfamida/Rituximab.
Fludarabina.

Hibridacidn in situ fluorescente.
Isotiocianato de fluoresceina.

Green Fluorescent protein.




GO:
HR:

Hrk:
I1AP:

ICL:

IGHV:

IKK:

IL-1:
IkBa:
JNK:
kD:
LLC:

LYN:

Lys:
LysC:
M-LLC:
MAPK:

Mcl-1:

MDM2:

Ontologia génica.

Recombinacién homdloga.
Proteina de muerte 5/"harakin”
Proteina inhibidora de la apoptosis.
Enlaces cruzados de ADN.
Inmunoglobulina.

Regidn variable de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas.

Quinasa de IkB. Formada por IKKa, IKKB y
NEMO.

Interleuquina 1

Inhibidor alfa de NF-kB.
Quinasa de Jun en N-terminal.
KiloDalton.

Leucemia linfatica crénica B.

Nueva proteina tirosina quinasa relacionada
con Lck/Yes/tirosina quinasa Lyn.

Lisina.

Endoproteinasa.

Células LLC con IGHV mutado.

Quinasa activada por mitégeno.

Secuencia 1 de leucemia de células mieloides.

Murine double minute 2.



miARN:

MK2:

MLN4924:

MMC:

MMTV:

MOMP:

MSCs:

mTOR:

MYD88:

NAE:

NEDDS:

NEMO:

NER:

NF-kB:

NHEJ:

NIK:

NK:

NLCs:

NOTCH?1:

NOXA:

Micro ARN.

Proteina quinasa 2 activada por MAPK.
Inhibidor de la neddilaciéon. (pevonedistat).
Mitomicina c.

Virus del tumor mamario de ratén.

Permeabilizacidon de la membrana
mitocondrial externa.

Células estromales de origen mesenquimal.
Diana de rapamicina en células de mamifero.
Proteina adaptadora.

Enzima activadora de NEDDS.

Péptido similar a ubiquitina.

Modulador esencial de NF-kB. Conocido
también por IKKy.

Reparacidén por excision de nucledtidos.
Factor nuclear k B.

Recombinacién no homdéloga.

Quinasa inductora NF-«B.

Células “Natural Killer”.

Nurse-like cells

proteina 1 homdloga del locus neurogénico
NOTCH.

Proteina 1 inducida por forbol-12-
miristato-13-acetato.




NP-40:

NRF2:

NUB1:

ORF:
PARC:

pb:

PBMC:

PBS:

PCR:

PH:

PI3K:

PIKK:

PIP2:

PIP3:

PKA:

PKC:

PLC-2:

PMSF:

PTK:

PTM:

Nonil fenoxipolietoxietanol.

Factor de transcripcidn involucrado en
respuesta al estrés oxidativo.

NEDDS ultimate buster-1.

open reading frame

Proteina de anclaje citoplasmaética.

Pares de bases.

Células mononucleares de sangre periférica.
Tampdn fosfato salino.

Reaccién en cadena de la polimerasa.
Dominio de homologia a pleckstrina.
Quinasa de fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato.
Proteina con actividad quinasa similar a PI3K.
Fosfatidilinositol -4,5 -bifosfato.
Fosfatidilinositol trifosfato.

Proteina quinasa A.

Proteina quinasa C.

Fosfolipasa C 2.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

Proteina tirosin quinasa.

Modificaciones postraduccionales.



PUMA:

PVDF:

qPCR:

r.p.m:

RAF-1:

RAS:

RBX1:

RelA:

RelB:

RIP:

RLD:

RPMI:
RT-PCR:
SCF:

SDS-PAGE:

SDS:
SF3A1:
SF3B1:

SH2:

Modulador de la apoptosis inducido por
TP53/componente 3 de unién a Bcl-2.

Fluoruro de polivinildeno.
PCR cuantitativa.
Revoluciones por minuto.

Proteina quinasa serina/treonina.

Proteina G sefializadora. Familia de proteinas
GTPasas.

Subunidad del dominio RING-BOX de ligasas
E3. Homdlogo RBX2.

Factor de transcripcién de NF-kB, codificado
por el gen RELA

Factor de transcripcién de NF-kB, codificado
por el gen RELB.

Proteina inactivadora de ribosomas.

dominios homdlogos al regulador de la
condensacion de la cromatina RCC1

Roswell Park Memorial Institute.
PCR con transcripcién reversa.
Ligasa de ubiquitina (SKP1-Cullin-Fbox)

Electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico.

Dodecilsulfato sédico.
Subunidad 1 del factor de splicing 3a.
Subunidad 1 del factor de splicing 3b.

Src homology 2.
317




shRNA: Small harping RNA.

SKP1: Proteina adaptadora.

SOCS: Receptor de sustrato para las CRL de tipo 2.
Sp1: Factor de transcripcion.

SPSS: Statistical package for the social sciences.
SRC: Activador de tirosin quinasas de membrana o

citoplasmaéticas.

STAT: Traductor de sefiales y activador de la
transcripcion.

STAT3: Traductor de sefiales y activador de la
transcripcion 3.

SUMO: Small Ubiquitin-like modifier.

SV40T: Simian virus 40 T antigen.

SYK: Proteina tirosin quinasa del bazo.

TA: Temperatura ambiente.

TAD: Dominio de transactivacion.

Taq: Polimerasa de Thermophilus Aquaticus.
TBE: Tris-borato EDTA.

tBID: Proteina BID truncada.

TBS-T: Tampén tris salino con 0,1% de Tween®20
TH: Dominio de homologia Tec quinasas.

Tm: Temperatura de melting.

T™: Dominio transmembrana.



TNF-a

TNF:

TP53:

TPA:

TRADD:

TRAF:

Tris:

U-LLC:

UBA3:

UBB/Ub:

UBC:

UBEZ2F:

UBE2M:

UBE2T:

UBL:

UCH-L3:

UFD:

ULP:

USP:

uv:

Factor de necrosis tumoral alfa.

Factor de necrosis tumoral.

Antigeno tumoral celular p53.
12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato.

TNF receptor - associating protein with DD.

Miembro de la familia de proteinas del factor
asociado al receptor TNF.

Trisaminometano.

Células LLC con IGHV no mutado.
Enzima E1 activadora de ubiquitina.
Ubiquitina.

Enzima E2 conjuradora de ubiquitina.

Enzima E2 de conjugacién especifica de
NEDDS.

Enzima E2 de conjugacién especifica de
NEDDS8. (UBEC12).

Enzima E2 de conjugacién de ubiquitina.
Modificacion similar a ubiquitina.
Hidrolasa C-termianl de ubiquitina.
Dominio globular de ubiquitina.
Proteasas de tipo ubiquitina.

Proteasas especificas de ubiquitina.

Radiacién ultravioleta.




VECs:

Vm:

WB:

WS:

wi:

WW:

XIAP:

XLA:

XP:

ZAP-70:

ZMYM3:

Células endoteliales vasculares.
Vimentina.

Western Blotting.

Sindrome de Werner.

Wild type. Agreste.

Dominio proteico modular que media
interacciones especificas con ligandos.

Proteina inhibidora de la apoptosis (I1AP)
ligada al cromosoma X.

Agammaglobulinemia ligada a cromosoma X.
Xeroderma pigmentosum.
Proteina asociada § de 70 kDa.

Gen implicado en la remodelaciéon de la
cromatina.
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Tabla 13: Tabla de proteinas del citoesqueleto que se

encuentran modificadas en nuestro rastreo.

Tabla 14: Tabla de proteinas implicadas en el splicing del

RNA que se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

Tabla 15: Tabla de sitios especificos de la quinasa BTK que

se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

Tabla 16: Tabla de sitios especificos de las quinasas LYN y

SYK que se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

Tabla 17: Tabla de proteinas implicadas en la ruta NF-kB

que se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

Tabla 18: Tabla de la modificacién encontrada en la

proteina MIB1, implicada en la ruta Notch.

Tabla 19: Tabla de factores de transcripcion implicados en
la ruta Notch que se encuentran modificados en nuestro

rastreo.

Tabla 20: Tabla de proteinas implicadas en la reparacién del

ADN que se encuentran modificadas en nuestro rastreo.

Tabla 21: Tabla de los proteinas implicadas en la reparacidn
del ADN y ubiquitinacién que se encuentran modificadas

en nuestro rastreo.
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