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1. Laleucemia linfoblastica aguda de células B.

1.1. Definicién y caracteristicas de la leucemia linfoblastica aguda de

células B.

Las leucemias agudas son un grupo de neoplasias clonales de células
hematopoyéticas inmaduras. En funcidn del origen de la célula implicada que prolifera
de manera descontrolada se puede hablar, principalmente, de leucemias linfoides,

mieloides o indiferenciadas!-2.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un tipo de leucemia que se caracteriza por
la acumulacidén de células inmaduras de tipo blastico en la médula 6sea, impidiendo asi
una correcta hematopoyesis. En el caso de la leucemia linfoblastica aguda de células B
(LLA-B), son células en estadio pro-B y pre-B las que se acumulan en la médula ésea
como resultado de un bloqueo en el proceso de diferenciacion de las células B3. Dichas
células son capaces de invadir otros tejidos como bazo, nddulos linfaticos, higado o
sistema nervioso central (SNC) gracias a su entrada en la circulacién a través de la sangre
periférica®. Esto tiene como consecuencia la incorrecta funcidon de estos drganos
provocando un amplio espectro de sintomas y signos, como esplenomegalia,
hepatomegalia, neutropenia, anemia, sangrados abundantes, dificultad para cicatrizar,
inflamacién de los nédulos linfaticos, asi como palidez, fiebre, fatiga, infecciones

frecuentes o erupciones cutdneas.

Existen algunos factores de riesgo que aumentan la probabilidad de padecer esta
enfermedad, pero que, sin embargo, no son definitorios para contraerla. Algunos de
ellos son el sexo, la edad, la raza o tener un hermano gemelo idéntico que tenga LLA. De
este modo, ser hombre, de mayor edad, de raza blanca y con un gemelo idéntico que
desarrolla LLA en el primer afio de vida, tiene un mayor riesgo de padecer esta

enfermedad?.
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1.2. Incidencia de la LLA-B.

El Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos ha estimado en el afio 2022 el
diagndstico de 60.650 casos de leucemia en este pais, lo que supone un 3,16% del total
de casos de cancer. Asociada a esta incidencia, se estiman unas 24.000 muertes por

leucemia en este 2022, siendo ligeramente superior en hombres que en mujeres®.

En concreto, la LLA supone casi un 11% de los casos de leucemia que se diagnostican,
contando con 6.660 casos estimados en 2022 en EEUU, de los cuales 3.740 fueron en
hombresy 2.920 en mujeres®. Se estima también un 23,4% de mortalidad, lo que implica

1.560 muertes por LLA en este afio®’.

La distribucion del tipo de leucemia varia en funcién de la edad. Mientras que los
adolescentes tienden a las leucemias de tipo adulto, con una frecuencia creciente de
tipos mieloides y crénicos®; en nifios, estdn dominadas por un fenotipo linfocitico pre-
B8, siendo la LLA el cdncer mas comun®. Ademas, la LLA supone el 18% de todos los
canceres infantiles y presenta un pico de incidencia entre los 2 y los 5 afios de edad®

(Figura 1).

3% 2%

B Leucemias linfaticas agudas

B Leucemias mieloides agudas

B Enfermedades mieloproliferativas cronicas

B Sindromes mielodispldsicos y otros mieloproliferativos
Leucemias no especificadas

B Leucemias M Linfomas

B Neoplasias del SNC B Neuroblastomas

M Retinoblastomas B Tumores renales

B Tumores hepaticos B Tumores de huesos

W Tumores de tejido suave M Tumores de células germinales
MW Neoplasias epiteliales y Melanomas W Otros

Figura 1: Incidencia de cdnceres pedidtricos. Se muestra el porcentaje de cada tipo de cdncer en la poblacién
pedidtrica. En el grdfico de la derecha se detalla la distribucion de los distintos subtipos de leucemia infantil. Fuente:
Surveillance, Epidemiology and End Results Program (SEER) of National Cancer Institute.
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La tasa de incidencia de la leucemia ha aumentado cerca del 1% anual en nifios y
adolescentes en las dos ultimas décadas’ y se ha mantenido estable en adultos de 20
afios 0 mas, aunque las tendencias variaron segun el subtipo’8. Este aumento parece
estar asociado al estilo de vida moderno, caracterizado por nuevas exposiciones a
factores ambientales o circunstancias que afectan principalmente a los nifios de los
paises desarrollados'®. Ademas, esto indica que es probable que los factores causales de

la enfermedad se hayan vuelto mas prevalentes en la poblacidn en las tltimas décadas*?.

En contraste con la incidencia, la tasa de mortalidad por leucemia ha disminuido en
la ultima década en alrededor del 2% por afo en adultos, y en un 3% por afio en nifios y
adolescentes®’ (Figura 2). Esto se debe en gran parte al avance en el tratamiento de la
enfermedad, principalmente a través de la optimizacion de los agentes

quimioterapéuticos establecidos? y al desarrollo de farmacos dirigidos’.
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Figura 2: Incidencia y mortalidad asociadas a la leucemia, ajustadas por aiios (2000 a 2020). Tasa de incidencia y
tasa de mortalidad de la leucemia entre los afios 2000 y 2020. Datos teniendo en cuenta ambos sexos, todas las razas
y edades. Fuente: Surveillance, Epidemiology and End Results Program (SEER) of National Cancer Institute.

1.3. Tratamiento de la leucemia.

El tratamiento frente a la leucemia suele durar aproximadamente 2 afios vy
comprende tres fases diferenciadas: induccion de la remision, intensificaciéon (o

consolidacién) y mantenimiento. Ademas, las dosis y el calendario de la quimioterapia
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combinada se han optimizado en base a las caracteristicas bioldgicas de las células
leucémicas, la respuesta al tratamiento y los resultados farmacodindmicos y
farmacogendmicos de los pacientes, lo que ha dado lugar a una elevada tasa de

supervivencia proxima al 90%121314,

La fase de induccidon a la remisién se centra en erradicar la masa de células
leucémicas iniciales y restablecer la hematopoyesis normal, generalmente con
glucocorticoides, vincristina, daunorrubicina, tratamiento intratecal triple vy
asparraginasa. Aunque la tasa de remision tras esta fase es del 96-99% en los nifios y del
78-92% en los adultos, es necesario una segunda fase de intensificacién en la que se
erradican las células leucémicas residuales. Para ello se utilizan varias combinaciones de
agentes citotdxicos y la administracion de acido folinico para frenar la toxicidad de la
quimioterapia. Finalmente, se entra en una fase de mantenimiento de baja intensidad,
gue comienza tras recuperar la hematopoyesis y con el paciente en buen estado general,

basada en antimetabolitos como mercaptopurina y metotrexato y asparraginasat?®.

En las Ultimas décadas se han logrado tasas de remision del 90% en la LLA infantil?,
aunque este porcentaje desciende hasta el 40% en el caso de los adultos’. Sin embargo,
en torno a un 15% de los nifios con LLA sufren recaidas, siendo la tasa de curacién en
estos casos mucho mds baja. Hay varios factores que influyen en el prondstico en el
momento de la recaida, como el tiempo transcurrido hasta la recaida (un tiempo mas
corto se asocia a un peor pronéstico), el inmunofenotipo (el fenotipo de células T se
asocia a un peor prondstico) y el lugar de la recaida (la enfermedad en la médula ésea
se asocia a un peor prondstico que la enfermedad extramedular). Ademas, las células
leucémicas obtenidas de pacientes con recaidas tempranas suelen albergar mutaciones
que disminuyen la sensibilidad a los farmacos comunes de la quimioterapia®. Para
minimizar el riesgo de efectos adversos y recaidas sin reducir la tasa de curacion, se
requieren terapias mas precisas e individualizadas basadas no sélo en la biologia de las
células leucémicas sino también en las caracteristicas gendmicas del paciente'*%. Las
inmunoterapias, como las que utilizan anticuerpos biespecificos o células T modificadas
con receptores de antigenos quimeéricos, son algunos de los tratamientos prometedores

para mejorar el resultado de la LLA resistente®?.
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Aun asi, las estrategias de prevencién son siempre una mejor opcidn a cualquier
tratamiento, por lo que mejoras en el conocimiento de la etiologia de la LLA permitiran
desarrollar nuevas terapias de prevencién que ayuden a la deteccién precoz e incluso a

evitar el desarrollo de la enfermedad.

2. Etiologia de la leucemia linfoblastica aguda de tipo B.

La leucemia linfoblastica aguda es un claro ejemplo de enfermedad que se origina
por la estrecha relacién entre la genética y el ambiente. Existen una serie de factores
genéticos que confieren una susceptibilidad genética y que en combinacién con ciertos

factores ambientales van a ser los causantes de la aparicidon de la LLA.

En cuanto a los factores ambientales, existe una amplia variedad, pero pocos de ellos
han podido ser corroborados con datos consistentes o pruebas bioldgicas. La Unica
exposicion causal establecida para la LLA es la radiacidn ionizante. Esta conclusion se
deriva de informes sobre el aumento de la incidencia de la leucemia en los
supervivientes de la bomba atémica en Japdn?®, en las proximidades de centrales
nucleares, asi como en nifios que han estado expuestos a rayos X durante el embarazo'’.
Estudios epidemiolégicos también han sugerido que la exposicion a campos
electromagnéticos de baja frecuencia por la proximidad a torres de alta tension o por el
cableado doméstico y los aparatos eléctricos son un factor de riesgo de la LLA61018
pero hasta el momento no hay pruebas bioldgicas sélidas que lo respalden. Ademas, los
tratamientos de quimioterapia y radioterapia empleados para otros canceres aumentan

el riesgo de sufrir leucemia®®.

Asimismo, hay evidencias que muestran que el alto peso al nacer?®® y el parto
mediante cesarea?! son un determinante del riesgo de la enfermedad. En cualquier caso,
hay que tener en cuenta que las asociaciones epidemioldgicas no implican una
causalidad directal®. Por otra parte, la lactancia prolongada durante la infancia ha sido
asociada con una leve proteccién frente al desarrollo de la LLA al proporcionar
nutrientes, anticuerpos y moléculas antiinflamatorias. No obstante, no todos los

estudios realizados confirman este hecho?2.
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Otros posibles agentes ambientales que podrian mediar en el desarrollo de la LLA a
pesar de su controversia sobre su participacién son: el consumo de alcohol y tabaco en
los padres, la dieta de la madre durante el embarazo, la exposicidén a pesticidas u otros

quimicos o la contaminacion a causa del traficol®2324,

2.1. El papel de la infeccidn en el desarrollo de |la LLA-B.

Las infecciones provocadas por cualquier patégeno comun son el factor ambiental
mas estudiado como responsable de la leucemia infantil en pacientes genéticamente
predispuestos a esta enfermedad. A pesar de su amplio estudio, ha sido recientemente
cuando se ha conseguido establecer una conexion clara entre la exposicidn a infecciones

y el desarrollo de la LLA2>26,

Ya en 1988 fueron propuestas dos hipdtesis que postulaban que una respuesta
inmunitaria andmala a las infecciones podria ser un importante factor causal del
desarrollo de leucemia. La primera hipdtesis, “mezcla de poblaciones”, fue formulada
por Leo Kinlen?” y defiende el incremento de casos de leucemia infantil en lugares
donde ha habido una inusual mezcla de poblaciones, por ejemplo, zonas industriales
caracterizadas por una alta migracién. Este aumento en la incidencia de la LLA se debe
a una respuesta aberrante del sistema inmune a un agente infeccioso de baja
patogenicidad?’?%. La segunda hipdtesis, “la exposicion tardia”, fue propuesta por Mel
Greaves, que planted que una exposicion retardada a las infecciones comunes en la

infancia genera un sistema inmunitario desregulado, incrementando asi el riesgo a

desarrollar LLA y manifestando un papel protector de las infecciones tempranas?®,

Aunque ambas hipotesis difieren en el supuesto mecanismo que da lugar al
desarrollo de la LLA, si coinciden en que la enfermedad se produce como resultado de
una respuesta anormal a las infecciones comunes. De esta manera, la falta de exposicién
a infecciones en la vida postnatal debido a los “ambientes limpios” de las sociedades
desarrolladas podria predisponer al sistema inmune a tener respuestas aberrantes tras

la exposicién retardada de los nifios a infecciones comunes?®.
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Varios estudios recientes han aportado pruebas sdélidas que confirman la hipdtesis
de que la exposicidn a las infecciones puede ser un factor que impulsa la evolucién clonal
de los clones preleucémicos hacia la leucemia?>2%. Los datos epidemioldgicos apoyan un
modelo de "infeccién tardia" en el que las infecciones comunes promueven los eventos
genéticos secundarios posteriores, solo en el contexto de una exposicidén infecciosa
previa insuficiente en los nifios'®. Este modelo implica que la ausencia de una exposicion
oportuna a las infecciones en la vida postnatal en los entornos limpios de las sociedades
modernas podria impulsar al sistema inmunitario hacia respuestas aberrantes tras una
exposicion posterior o "retrasada" a patégenos comunes. Sin embargo, también hay
estudios que evidencian que las infecciones en el primer afio de vida no son protectoras
frente a la LLA3L. En resumen, hay una gran cantidad de datos epidemioldgicos que
apoyan que el desarrollo de la LLA en nifios susceptibles podria ser el resultado de un

estrés inmunoldgico después de la exposicidn a la infeccidn en la vida postnatal®®.

El uso de modelos animales ha permitido mimetizar un escenario de predisposicién
a la leucemia como el que se da en humanos, dejando evidencias de que la exposicién a
la infeccidon representa un entorno oncogénico que promueve el desarrollo de la
leucemia. De esta manera, se ha comprobado que modelos murinos heterocigotos para
el gen Pax5 (Pax5*") nunca desarrollan LLA-B en un entorno libre de patdgenos. Sin
embargo, la exposicion de dichos ratones a estimulos infecciosos a la edad de 2 a 5
meses representa el entorno oncogénico necesario para que un 22% acabe
desarrollando la enfermedad®. También, las LLA-B causadas por la infeccién que se
desarrollan en ratones que expresan la fusidn ETV6-RUNX1 en células madre
hematopoyéticas, se asemejan mucho a la enfermedad humana tanto en la baja
penetrancia como en la patologia y lesiones gendmicas. En este modelo, la exposicién a
la infeccién también provoca un entorno oncogénico que confiere una presion de
seleccion sobre un compartimento de precursores hematopoyéticos B alterado. Aunque
el mecanismo de seleccidn de células tumorales en el modelo ETV6-RUNX1 es diferente
al de los ratones Pax5*-, ambos comparten el hecho de que la exposicién a las
infecciones es un factor desencadenante del desarrollo de una LLA-B completa en

ratones genéticamente predispuestos?®.
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2.2. El papel del microbioma en la LLA-B.

La gran variedad de causas que pueden originar la LLA-B infantil implica que la
exposicidn a la infeccidn no es el Unico estrés inmunoldgico capaz de desencadenar la
conversion de preleucemia a leucemia’®. Estudios recientes en ratones Pax5*"y ratones
qgue presentan la fusion ETV6-RUNX1 muestran que la predisposicion genética esta
sistematicamente asociada con cambios en el microbioma intestinal,
independientemente de que los animales desarrollen o no la LLA-B3233, De esta manera,
se ha visto que ratones Pax5%" que han sido expuestos en una fase temprana de su vida
a un tratamiento con antibidticos como factor de estrés inmunoldgico, a pesar de las
condiciones de ausencia de patdgenos en las que se encontraban, desarrollan LLA-B con
una frecuencia aun mayor que los ratones expuestos a infecciones naturales y muestran
las mismas alteraciones moleculares y latencia de la enfermedad32. Estos resultados
tienen importantes implicaciones para el uso de antibidticos en nifios, especialmente
para los que tienen una predisposicién a la LLA-B, ya que estos tratamientos modifican

el microbioma intestinal®.

Esto sugiere que tener predisposicion genética a la LLA-B confiere un microbioma
intestinal distinto que podria ser utilizado como biomarcador para identificar la
susceptibilidad a la LLA-B3?, una posibilidad que se ha propuesto para la LLA-B infantil al

igual que para otros trastornos inmunolégicos?°.

La microbiota intestinal lleva a cabo varias funciones en nuestro organismo,
metabdlicas, defensivas o tréficas34. En cuanto a su funcién defensiva, compite contra
hongos y bacterias con potencial patogénico por los lugares de fijacién y por los
nutrientes. Ademas, inhibe el crecimiento de sus competidores mediante la produccién
de bacteriocinas®. La funcidn tréfica de la microbiota intestinal incluye la proliferacion
y diferenciacion de las células epiteliales, la estimulacién de la actividad motora
intestinal asi como la regulacion del sistema inmunitario y del SNC3®. Es por esto que la
microbiota intestinal afecta al desarrollo del sistema inmunitario adaptativo al estimular
el crecimiento de las estructuras linfoides, la diferenciacion de las células Ty B y el

establecimiento de tolerancia inmunolégica®’.
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El término disbiosis hace referencia a la perturbacidn persistente de la microbiota y
se ha definido como una alteracion tanto de la composicién, como de la funcién y
distribucion de la microbiota3®. Este desequilibrio microbiano tiene consecuencias
directas en el sistema inmunitario y suele ofrecer una ventaja para la aparicién y el
crecimiento de microorganismos patdgenos, estando este estado del microbioma

asociado con la enfermedad?®.

Aungue la mayoria de los tratamientos con antibidticos no tienen efectos adversos,
los antibidticos pueden causar cambios significativos en el microbioma que tienen
consecuencias para la salud a corto y largo plazo°. Hace tiempo que se sospecha una
asociacién entre la exposicidon temprana a los antibidticos y la patogénesis de ciertas
afecciones cada vez mas prevalentes, como las infecciones gastrointestinales, el
aumento de peso y la obesidad, la enfermedad inflamatoria intestinal y el cdncer
colorrectal®!, asi como el asma infantil, las alergias y las enfermedades de las vias
respiratorias®. El tratamiento con antibidticos también reduce la diversidad general de
las especies de la microbiota intestinal provocando cambios metabdlicos, aumento de
la susceptibilidad del intestino a la colonizacién y desarrollo de la resistencia bacteriana

a los antibidticos, lo que da lugar a infecciones dificiles y costosas de tratar®!.

Por ultimo, la exposicidn a los antibidticos durante la infancia se ha asociado con un
retraso en el desarrollo de la microbiota intestinal. En un estudio en nifios de menos de
2 afios de edad, el retraso en el desarrollo de la microbiota tras el uso de antibioticos

fue especialmente pronunciado entre los 6 y 12 meses de edad*.

2.3. La LLA-B como proceso multietapa.

Se ha establecido que la LLA-B es una enfermedad multietapa que se origina como
consecuencia de la cooperacidon de varias alteraciones genéticas que dan lugar al
desarrollo de la enfermedad. En primer lugar, se produce una lesién de susceptibilidad
en una célula madre hematopoyética o célula progenitora linfoide que origina un clon
preleucémico. Este clon va a ver comprometido su desarrollo normal hacia las células B,

pero no lo suficiente como para producir un clon maligno por si mismo. De este modo,
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se va a necesitar que el clon preleucémico adquiera mutaciones secundarias que

desencadenen el inicio de la LLA-B1.

La alteracidn inicial se puede dar tanto en la linea germinal o en la somatica y tiene
lugar en el desarrollo prenatal (in utero). Se ha propuesto que este primer evento
oncogénico surja de manera espontdnea, como un error en el desarrollo, pero que, sin
embargo, tiene un papel dominante durante el desarrollo de la enfermedad. Como
resultado de este evento iniciador se origina un clon preleucémico que puede
permanecer silente durante mucho tiempo, incluso toda la vida, sin llegar a producirse

la conversion a célula leucémica.

De hecho, una de las caracteristicas bioldgicas mas relevantes de la LLA-B es la
existencia de una fase preleucémica silenciosa latente en la que a pesar de que el primer
evento estd presente, la leucemia no se desarrolla. Por lo tanto, desde esta perspectiva,
la LLA-B infantil es un modelo ideal de estudio para obtener conocimientos sobre cémo
prevenir esta transicién a una célula maligna completa®. Esta condicidn preleucémica,
clinicamente silenciosa, estd presente hasta en un 5% de la poblacién infantil sana, pero
s6lo un minimo porcentaje, menos del 1%, acaba finalmente desarrollando la leucemia

completa®*,

Esto indica que el evento inicial genera susceptibilidad al desarrollo de la
enfermedad y es condicién necesaria, pero no suficiente para que surja la leucemia®®
(con alguna excepcion, por ejemplo, las translocaciones del gen KMT2A en las LLAs,
lesion genética que es suficiente para iniciar el desarrollo de la enfermedad)?’. De esta
manera, el paso crucial en la transicidn de la preleucemia a la LLA-B es la interaccién
entre la célula preleucémica y un factor de estrés inmunoldgico que configura el
segundo evento??. Este inmuno-estrés estd causado por distintos factores ambientales,
pero todavia sigue siendo una incégnita por qué en ciertos casos la exposicidn a un cierto

ambiente induce la aparicién del segundo evento y en otros no*® (Figura 3).

Muchos estudios se han centrado en entender qué eventos secundarios conducen a
la transformacion leucémica, y varios de ellos han encontrado respuesta en la posible
actividad aberrante de la recombinasa RAG (del inglés, Recombination Activation Genes)

49, Esta enzima estd codificada por los genes activadores de la recombinacion, conocidos
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como RAG1 y RAG2, y lleva a cabo un importante papel en el reordenamiento de los
genes de las inmunoglobulinas y el receptor de linfocitos T durante el proceso de
recombinacién V(D)J. La expresiéon de esta proteina esta restringida a las primeras
etapas del desarrollo normal de los linfocitos®®, pero también supone una amenaza, ya
gue en el momento de maxima actividad y expansién del compartimento de células B
(que en los seres humanos coincide con el pico de incidencia de la LLA-B entre los 2y 5
afios), la actividad de la proteina RAG puede causar mutaciones no deseadas siendo
responsable de muchos de los segundos eventos que desencadenan la leucemia, como

por ejemplo deleciones en PAX5, IKZF1, ERG, CDKN2A, CDKN2B, etc.>>1,

Exposicion a factores ambientales

-
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Figura 3. Desarrollo de la LLA-B como proceso multietapa. La ausencia de mutaciones durante el desarrollo
embrionario da lugar a un nifio sano que, aun estando expuesto a factores ambientales, nunca va a desarrollar
leucemia. El 5% de la poblacion sufre una primera lesion genética prenatal que genera un clon preleucémico, el cual,
en la mayoria de los casos no termina por originar la enfermedad a pesar de la exposicion a distintos inmuno-estreses.
Un 1% de los portadores sanos del clon preleucémico va a sufrir mutaciones secundarias debido a los factores
ambientales, provocando asi la aparicion de la leucemia.

2.4. El papel de la genética en el desarrollo de la LLA-B.

Gracias a los avances en técnicas de secuenciacién y de perfil gendmico, el
conocimiento de las caracteristicas moleculares y genémicas de las leucemias ha

avanzado mucho en los Ultimos afios®?, permitiendo la clasificacién de la mayoria de las
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LLAs en distintos subtipos. Estos subtipos de enfermedad estan asociados a inicios de
edad especificos, a prondsticos variables y a diferentes aberraciones moleculares, de
manera que dichas alteraciones iniciadoras de la enfermedad son especificas del

inmunofenotipo de la leucemia®3°4,

Las LLAs de fenotipo T se caracterizan por alteraciones en los genes LMO2, TALI,
TAL2, TLX1, TLX2 o HOXA; mientras que la hipodiploidia, la hiperdiploidia, la fusion de
genes BCR-ABL1, ETV6-RUNX1 y TCF3-PBX1, los reordenamientos del gen KMT2A o la

amplificacién intracromosdmica del cromosoma 21 son alteraciones propias de la LLA-

B55,56

Teniendo en cuenta las diferentes alteraciones genéticas iniciadoras, se han podido

identificar los siguientes subtipos de LLA-B (Figura 4A y B):

- LLAs hipodiploides: se caracterizan por presentar 44 cromosomas 0 menos. Son
mas frecuentes en adultos que en nifios y en ambos casos se asocia con un mal
prondstico®’.

- LLAs hiperdiploides: se caracterizan por presentar mas de 50 cromosomas, tener
un buen prondstico®® y ser bastante frecuente en nifios de entre 2 y 5 afios,
suponiendo un 21% de los casos de leucemia infantil®®.

- Translocaciones: ETV6-RUNX1 t(12;21), es la alteracion cromosdmica mas
frecuente en la LLA-B infantil y cuenta con un muy buen prondstico®. BCR-ABL1
t(9;22), es el subtipo mas frecuente de LLA-B en adultos. Histéricamente
asociada a mal pronéstico, el cual mejord con la aparicion de los inhibidores de
tirosina quinasas®?. TCF3-PBX1 t(1;19), generalmente presenta buen prondstico,
pero estd asociada a recaidas que afectan al SNC*2,

- Reordenamientos en el gen KMT2A, también conocido como MLL: comin en
leucemias infantiles asociadas a mal prondstico®.

- Otros reordenamientos de genes que codifican factores de transcripcién como

DUX4, MEF2D y ZNF384%.

Las lesiones iniciadoras mas comunes de la LLA-B son las hiperdiploidias, seguidas
de los cambios en el nimero de copias (CNV, del inglés copy number variations) como

deleciones o translocaciones; y las menos frecuentes son las mutaciones de un
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nucledtido (SNV, del inglés single nucleotide variation) que se producen en genes clave
para el desarrollo hematopoyético y linfoide?. Sin embargo, estas alteraciones no son
capaces de desencadenar la leucemia por si solas, sino que necesitan la presencia de

mutaciones secundarias que inicien el desarrollo de la enfermedad.
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Figura 4: Distribucion de los principales subtipos citogenéticos asociados a la LLA-B. A) Distribucion de los subtipos
de LLA-B desglosados segtn la edad. Se observan cambios en la distribucion de las distintas alteraciones genéticas
segun el rango de edad de diagndstico del paciente con leucemia. Adaptado de Harrison, C.J. British Journal of
Haematology 2009. B) Frecuencia de los principales subgrupos citogenéticos de LLA-B y el riesgo asociado: los grupos
de riesgo bajo se muestran en verde; los grupos de riesgo intermedio se representan en azul y el rojo indica riesgo
alto®l. Adaptado de Schwab, C. & Harrison, C.J. Hemasphere 2018.

Entre los genes que aparecen mutados de forma recurrente, se encuentran genes
involucrados en importantes funciones bioldgicas, como: factores de transcripcidn
(IKZF1, PAX5, EBF1, ETV6); supresores tumorales y reguladores del ciclo celular (TP53,
PTEN, RB1, CDKN2A/CDKN2B); sefializacion de receptores de citoquinas (CRLF2, IL7R,
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EPOR), quinasas (ABL1, ABL2, JAK2) y Ras (KRAS, NRAS, PTPN11); y modificadores
epigenéticos (EZH2, CREBBP, SETD2)%2. Estudios de secuenciacion gendémica han
determinado que las alteraciones secundarias mds comunes ocurren en genes que
codifican para factores de transcripcién involucrados en la diferenciacién de linfocitos B
(por ejemplo: IKZF1, PAX5 o EBF1), apareciendo en aproximadamente un 40% de las LLA-
B®3. Aunque también se han identificado mutaciones germinales en PAX5, ETV6 e IKZF1%°
gue predisponen a desarrollar LLA-B y en este caso si que se tratarian de un evento
iniciador. En términos generales, las fusiones de genes tienden a actuar como eventos
iniciadores durante la transformacién leucémica temprana, mientras que las pequeiias

aberraciones gendmicas ocurren mas a menudo como eventos secundarios tardios™®.

3. Susceptibilidad genética asociada a la LLA-B.

3.1. Papel de ETV6 en la LLA-B.

ETV6 (ETS Variant 6) es un miembro de la familia de factores de transcripcién ETS
(Erythroblast26 Transforming Specific) que estdn implicados en variedad de procesos de
desarrollo y diferenciacién celular®. El gen humano ETV6 abarca una regién de méas de

240 kb en el brazo corto (p) del cromosoma 12 en la banda 13.1 y consta de 8 exones®®.

Las proteinas ETS tienen tres dominios: el dominio ETS, ampliamente conservado y
que media la unién de esta proteina al ADN®®. El dominio Pointed (PNT, del inglés Pointed
N-Terminal), también conservado evolutivamente y responsable de la homo y
heterodimerizacion, mediando asi las interacciones proteina-proteina®’. Y el dominio

central, menos conservado y que contribuye a la actividad de represidn de ETV6°8.

ETV6 desempeiia un papel importante en la hematopoyesis embrionaria,
participando en la regulacion de las poblaciones eritroides, mieloides y linfoides®?. La
ausencia completa del gen ETV6 en ratones provoca la letalidad embrionaria debido a la
apoptosis de las células mesenquimales y neurales, acompainada de una angiogénesis

defectuosa’®. En adultos, ETV6 es necesario para la supervivencia de las células madre
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hematopoyéticas (HSCs, del inglés hematopoietic stem cell) y el establecimiento de la

hematopoyesis en la médula 6sea’ .

El gen ETV6 destaca por su frecuente implicacidn en translocaciones cromosdmicas
asociadas a neoplasias hematoldgicas, habiéndose descrito aproximadamente 50
translocaciones que implican al gen ETV6 junto a otros 30 genes asociados’>’3. Ademas
de participar en translocaciones que dan lugar a la formacidn de genes de fusién o a la

activacion de protooncogenes, ETV6 funciona como gen supresor de tumores’4,

Distintas alteraciones en ETV6 estan asociadas a diferentes enfermedades, pero en
general, las mutaciones somaticas de ETV6 se asocian a sindromes mielodispldsicos y
leucemias de células T. Sin embargo, mutaciones en la linea germinal estdn relacionadas

con la trombocitopenia hereditaria y la susceptibilidad a la LLA-B”.

Estudios recientes han descrito mutaciones en ETV6 en la linea germinal en familias
que presentan trombocitopenia autosdémica dominante y predisposicion a la LLA. Estas
alteraciones estan ausentes en la poblacién general y se asocian a la trombocitopenia
en todos los casos. Ademas, estas variantes disminuyen la actividad represora
transcripcional de ETV6 y la mayoria deterioran su unién al ADN y alteran su localizacion

subcelular’®77.

Otros estudios han identificado recientemente casos de leucemia familiar con
alteraciones estructurales heredadas en el gen ETV6, lo que pone de manifiesto el papel

de este gen en la predisposicion a la LLA737°,

El dominio ETS media la unién de ETV6 al ADN, por lo que su papel es fundamental
en la actividad represora transcripcional de dicha proteina. De hecho, mutaciones en el
dominio ETS inducen una pérdida casi completa de la actividad represora. Un ejemplo
que ilustra este hecho se vio al examinar células de la médula ésea de pacientes
portadores de la mutacidn sin sentido p.R359X y no detectar la proteina truncada,

sugiriendo que esta variante da lugar a la pérdida de funcién de ETV6%°.

Por otro lado, el dominio PNT facilita la homodimerizacion y el dominio central esta
implicad la f ién d lej 67,81 Ppor | I i d
implicado en la formacién de complejos correpresores®’-°*. Por lo tanto, las variantes de
ETV6 en estos dominios o cerca de ellos podrian interrumpir las interacciones proteina-

proteina y asi alterar la unién de los complejos correpresores a dianas especificas®.
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Dado que las mutaciones en la linea germinal de ETV6 no siempre dan lugar a
malignidad, ya que sélo entre el 25% y el 30% de los portadores desarrollan leucemia®?,
es necesario la adquisicién de alteraciones gendmicas adicionales de forma somatica
para inducir la leucemia. De hecho, en las LLAs asociadas a ETV6, el programa
transcripcional estd fuertemente influenciado por las anomalias somaticas secundarias,
con una separaciéon especialmente llamativa de los casos de LLA hiperdiploide frente a
los diploides. En contraste con los casos hiperdiploides caracterizados por mutaciones
en la via de RAS, los casos de LLA diploide con variantes de ETV6 en la linea germinal,
muestran una delecidn altamente recurrente de ETV6 y PAX5 (y en menor grado de
IKZF1). Estas deleciones de PAX5 y ETV6 estan ausentes en gran medida en las LLAs
hiperdiploides, pero se observan con frecuencia en la LLA que alberga la fusién somatica
ETV6-RUNX1 (Figura 5). Esto sugiere que, incluso con el mismo factor de predisposicién
genética subyacente, las células preleucémicas pueden activar unas pocas vias
restringidas pero distintivas como eventos principales de cooperacién durante la

formacién de la leucemia®.

Casos con variantes

WT de ETV6 Casos con variantes dafiadas de ETV6 Casos con ETV6-RUNX1
Hiperdiploidia Diploidia Hiperdiploidia Diploidia
ETV6 L m -
PAX5 — BE o
kzf1 4 B 2
MED12 — O il O ol OODEE s}
ELF1 = m 5
FOXP1 — &} a 1} o,
O.
GATA2 - ] n 5
NR3C2 L
neas N T TN T N &
kras 4 0| W E2X il B 2
pren1t - B [E i} 7
NF1 0 __0
CREBBP T N | O | m
WHSC1 — | - &R N 4] 8,
ASXLT ] o o B
CHD4 (] a
CTCF (=}
HDAC9 | | 8
RAG2
CDKN2A
Tipos de g Cambiode g Cambio de W sinsentido g Delecion @ Insercion o Splice Pardida nimero
mutacion sentido marco proteina proteina de copias

Figura 5. Perfil genomico completo de la LLA con variantes de ETV6 en la linea germinal. Heatmap que muestra las
principales mutaciones codificantes somdticas identificadas en casos con una variante ETV6 de linea germinal o fusion
ETV6-RUNX1. Adaptado de Jun J. Yang et al. Blood, 20218°.
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De modo que, dado que la hiperdiploidia puede surgir en el Gtero, esta anomalia
gendmica temprana podria promover la aparicidn de la leucemia junto con los defectos
de ETV6 en la linea germinal, con un pequefio numero de eventos somaticos adicionales
(por ejemplo, mutaciones en RAS). Por el contrario, la LLA diploide ETV6 puede tomar
un camino mas estrecho hacia la leucemia, requiriendo la pérdida de varios factores de
transcripciéon hematopoyéticos (por ejemplo, ETV6, PAX5 o IKZF1) que darian lugar a la

interrupcion de la diferenciaciéon normal de las células B,

3.2. Papel de PAX5 en la LLA-B.

El gen PAX5 se expresa en células hematopoyéticas, estando su expresion restringida
a las células B. PAX5 codifica la proteina especifica activadora de células B (BSAP, del
inglés B-cell Specific Activation Protein), cuya expresidn se extiende desde el estadio pro-
B hasta células B maduras, apagandose entonces para permitir la diferenciacién de
célula B madura a célula plasmatica.?? De esta manera, PAX5 controla la identidad y el
desarrollo de las células B mediante la represidon de genes inapropiados para el linaje y
la activacion de genes especificos de células B3. Ademds, este factor de transcripcion ha
sido definido como el guardian de la identidad B debido a que, en su ausencia, el
desarrollo de células B no es posible y se puede inducir la transdiferenciacion a células

T o células mieloides aplicando los factores de crecimiento adecuados®32>,

Trabajos previos avalan el uso del modelo de ratén Pax5*- para el estudio del
desarrollo de la LLA-B%>8, habiéndose demostrado que dichos ratones Pax5* presentan
una acumulacién de células proB y preB en la médula ésea y por tanto el desarrollo B
estd alterado debido a la inactivacidn de uno de los alelos del gen?. De esta manera, los
ratones Pax57 carecen de células B maduras y la expresién de Cd19 esta apagada en los
mismos, ya que Cd19 es una diana directa de Pax5 que sirve como marcador de actividad

del gen.

Como se ha comentado anteriormente, algunas de las alteraciones secundarias mas
comunes en la LLA-B tienen lugar en factores de transcripcién implicados en el desarrollo

de células B, siendo PAX5 uno de los genes que mas frecuentemente aparece mutado o
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delecionado. De hecho, PAX5 tiene un rol de supresor tumoral en el desarrollo de la LLA-
B, apareciendo alterado en el 30% de las LLA-B®. Sin embargo, PAX5 también ha sido
identificado como gen que confiere susceptibilidad al desarrollo de la LLA-B en

individuos que presentan mutaciones en la linea germinal®’.

Los modelos murinos han permitido establecer la infeccién como detonante de la
leucemia en ratones Pax5*~ que presentan una susceptibilidad a la LLA-B2>. De igual
manera, hay hallazgos epidemiolédgicos que demuestran que la infecciéon puede actuar
como desencadenante del desarrollo de la LLA-B en humanos?®. Sin embargo, todavia
no se sabe como este estrés inmunoldgico desata el potencial de transformacién de las

células preleucémicas, que de otro modo estaria restringido.

3.3. Papel de la inmunidad innata en la LLA-B.

La inmunidad innata desempefia un papel fundamental en la evolucion de aquellos
canceres en los que existe una asociacion causal con la infeccion. Se ha descrito que, en
los canceres de causa infecciosa conocida como el cancer de estémago, de pancreas, de
higado, o de cuello de Utero, los receptores de tipo toll (TLR, del inglés Toll-Like Receptor)
desempeiian un papel central en la modulacion de las respuestas celulares inhibidoras
y promotoras de tumores, tanto en las células inmunes del microambiente tumoral
como directamente en las células cancerosas®. Por este motivo, podria ser interesante
centrarse en la via de lainmunidad innata mediada por la sefializacién TLR como método

para restaurar la respuesta inmunitaria normal en ratones Pax5*".

Los TLRs estan presentes en casi todos los tipos de células y actian como iniciadores
de lainflamacién y la inmunidad a través de la induccién de citoquinas proinflamatorias,
interferones (IFN) y quimiocinas mediadas por NF-kB y factores reguladores de
interferones (IRF, de las siglas en inglés interferon regulator factor)®. Los TLRs también
desempeiian un papel importante en controlar el equilibrio del hospedador con la
microbiota intestinal y son capaces de detectar alteraciones en la homeostasis de los

tejidos y de activar mecanismos de curacion de heridas y de reparacién de tejidos®.
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Asimismo, estan implicados en el desarrollo del linaje B, el cambio de clase de

anticuerpos y la activacién y mantenimiento de las células B2,

Los TLRs reconocen ligandos microbianos o enddgenos y presentan una sefializacion
intracelular a través de la molécula adaptadora de diferenciacion mieloide 88 (Myd88),

con la excepcidn de los TLR3 que lo hacen mediante la via TRIF®3.

Myd88 actua en la interfaz de la homeostasis tisular y el cancer. Por un lado, se ha
visto que Myd88 contribuye en la carcinogénesis en modelos de cancer de piel, higado,
pancreas y colon, influyendo en la activacion de la inflamacién mediada por las células
hematopoyéticas infiltradas®3. Sin embargo, en otros modelos, Myd88 tiene un efecto
protector, ya que la ausencia de sefializacién de Myd88 en células del microambiente
tumoral aumenta el ataque inmunoldgico a estas células®®. De igual modo, ratones
Myd887- muestran alteraciones o retrasos en la cicatrizacion de heridas en la piel®®, en

la reparacion del tejido del colon®® y en la regeneracion del higado®’.

Myd88, ademas de inducir la respuesta innata, tiene un papel importante en la
maduracion de las células B, especialmente al inicio del desarrollo B y en la formacién
de los centros germinales®®. Existen antecedentes de una colaboracidon entre PAX5 y
Myd88 en enfermedades hematoldgicas malignas como el linfoma difuso de células B
grandes, el linfoma primario del sistema nervioso central o la macroglobulinemia de
Waldenstrom; y aunque Myd88 no induce directamente la expresiéon de PAX5 si que

interviene en la regulacion de su activacion®.
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La LLA-B es el cancer infantil mas frecuente en el mundo y, a pesar de que un 90%
de los casos se curan, sigue siendo una de las principales causas de muerte infantil por
enfermedad. Esto se debe a la falta de tratamientos éptimos para las recaidas y a las
graves consecuencias a largo plazo que conlleva la toxicidad del tratamiento. Se conoce
gue al menos el 5% de los nifios que nacen son portadores de alteraciones genéticas que
participan en el desarrollo de la LLA-B, sin embargo, sélo un pequefio porcentaje termina
por desarrollar la enfermedad. Esto conduce a laidea de que el desarrollo de la leucemia
sigue un modelo de dos eventos: un primer evento oncogénico durante la etapa prenatal
confiere susceptibilidad genética al clon preleucémico que se forma, el cual adquiere
mutaciones secundarias por la accion de factores ambientales que conducen a la

aparicion de la leucemia®®.

Las alteraciones genéticas que conducen a la aparicién de un clon preleucémico son
multiples y el segundo evento que finalmente transforma a dicho clon parece
dependiente del evento genético inicial®C. Estudios recientes han descrito mutaciones
germinales en el gen ETV6 en familias que presentan predisposicion a la LLA’®77. No
todos los portadores de la mutacién en dicho gen desarrollaran la leucemia, lo que pone
de manifiesto, una vez mas, que es necesario un evento secundario que dé lugar a la
enfermedad, pero dicho evento se desconoce hoy en dia. De modo que es posible que
el desarrollo de la LLA-B vinculada a la predisposicién genética asociada al gen ETV6 esté
mediado por un estrés inmunoldgico como ocurre con otros genes de susceptibilidad
(PAX5 o ETV6-RUNX1). Con el fin de dilucidar esta cuestidn, utilizaremos un modelo
murino portador de una de las mutaciones encontradas en humanos para explorar el

papel del estrés inmunoldgico en dicho contexto.

Estudios recientes han demostrado que la exposicion ambiental a infecciones es el
principal causante del estrés inmunitario necesario para proporcionar la ventaja de
seleccion que permite a las células preleucémicas dar lugar a una leucemia
completa?>®8, Sin embargo, todavia no se sabe muy bien como este estrés inmunitario

desata el potencial de transformacién de las células preleucémicas, que de otro modo
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estaria restringido. Es por ello por lo que se plantea la idea de que la inmunidad innata
a través de la via de sefializacion de los TLRs participe en los mecanismos de evolucién

de las células B preleucémicas en las LLA-B asociadas a la infeccién.

Para tratar de resolver esta cuestion, se han utilizado los modelos murinos Pax5*"y
Scal-ETV6-RUNXI, predispuestos a desarrollar leucemia cuando se someten a un estrés
inmunoldgico como es la exposicidn a infecciones?>?®, para dilucidar cdmo las células
preleucémicas cambian a un estado leucémico durante el estrés inmunoldgico y cudl es
el papel de lainmunidad innata en este proceso. El uso de modelos murinos ha facilitado
esta labor de investigacion debido a que generalmente los primeros pasos en el
desarrollo de la LLA-B pasan desapercibidos en los nifios, siendo casi imposible estudiar

en humanos las etapas iniciales de la transformacién de la preleucemia.
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OBJETIVOS

1. Estudiar el papel del estrés inmunolégico en la génesis de la LLA vinculada a la

predisposicion genética asociada al gen ETV6.

2. Estudiar los mecanismos que median el papel del estrés inmunolégico en la

génesis de la LLA-B.
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1. El estrés inmunoldgico no tiene un papel promotor de la

leucemia vinculada a la predisposicidén genética del gen ETVE6.

Como se ha explicado anteriormente, la LLA-B es una enfermedad multietapa que se
origina como consecuencia de la cooperacién de varias alteraciones genéticas que dan
lugar al desarrollo de la enfermedad. De este modo, un clon preleucémico adquiere una

segunda mutacién que le permite transformarse en un clon leucémico maligno.

Un ejemplo del modelo de dos eventos tiene lugar con los ratones Pax5*"y Scal-
ETV6-RUNX1, los cuales presentan una predisposiciéon genética a desarrollar la
enfermedad, pero sin la presencia de una segunda mutacién no terminaran
desarrollandola. Se ha estudiado que la exposiciébn a infecciones actia como
desencadenante de ese segundo evento, por lo que el traslado de estos modelos de
ratones a un ambiente con presencia de patégenos comunes va a provocar que un
porcentaje significativo sucumba a la enfermedad debido al estrés inmunoldgico

provocado por la exposicion a dichos patégenos?>2°.

Ademads, recientemente se ha demostrado que la predisposicién genética de Pax5*
y ETV6-RUNX1 conforma un microbioma intestinal Unico y claramente distinto al de
ratones genéticamente no predispuestos a desarrollar LLA-B32, Curiosamente, este
microbioma intestinal especifico de los ratones Pax5*- protege a estos ratones
predispuestos contra el desarrollo de la leucemia, y su alteracion mediante el
tratamiento con antibidticos desencadena un estrés inmunoldgico que es suficiente
para inducir la LLA-B, incluso en ausencia de estimulos infecciosos®. Actualmente, hay
muchos trabajos que se estan centrando en estudiar la composicion del microbioma
intestinal y en mostrar asi su relevancia en la modulacion de ciertas enfermedades como

la leucemia.
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Estudios recientes han descrito mutaciones germinales en el gen ETV6 en familias
que presentan predisposicidn a la LLA. Dado que las mutaciones en la linea germinal de
ETV6 no siempre dan lugar a malignidad, ya que sélo un pequeiio porcentaje de los
portadores desarrollan leucemia®?, es necesario la adquisicion de alteraciones
gendmicas adicionales de forma somatica para inducir la leucemia. Esto lleva a pensar
que sea posible que el desarrollo de la LLA vinculada a la predisposicién genética
asociada al gen ETV6 esté mediado por un estrés inmunoldgico como ocurre con otros
genes de susceptibilidad. Con el fin de dilucidar esta cuestidn, en este trabajo se planted
el estudio de un modelo murino portador de una de las mutaciones encontradas en
humanos (p.R359X; p.R355X en ratones) para explorar el papel del estrés inmunoldégico
en dicho contexto. Por ello, se quiso someter a ratones Etv6F3>>X predispuestos a
desarrollar LLA-B a diferentes estreses inmunoldgicos para ver si terminaban

desarrollando la enfermedad.

1.1. La exposicion a infecciones no tiene un efecto directo en la génesis

de la LLA asociada al modelo de ratén Etv673>°X,

Para estudiar si la exposicién a patdégenos comunes induce el desarrollo de la
leucemia en los ratones Etv6™*>>X predispuestos, se establecié una cohorte de 34 ratones
Etv6R3>>X y 23 ratones de tipo silvestre (WT, del inglés wild type). Todos los animales
nacieron y se mantuvieron en un animalario con condiciones libres de patégenos
especificos (SPF, de sus siglas en inglés specific-pathogen free) hasta las 6 semanas de
edad, momento en el que fueron trasladados a uno convencional (CF, del inglés
conventional facility), donde estaban expuestos a infecciones (Figura 6). Estos ratones
fueron vigilados diariamente para comprobar su estado y se monitorizaron con
sangrados rutinarios bimensuales. Ademas, fueron mantenidos hasta el punto final de
experimento (22 meses) o hasta que mostraron signos de enfermedad, momento en el

gue se sacrificaron para extraer y analizar los distintos drganos (Figura 6).
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Figura 6. Disefio experimental y seguimiento de los ratones Etv6R355X y WT en un animalario convencional. Los
ratones Etv6R355Xy WT nacieron en el animalario SPF y aproximadamente a las 6 semanas de edad fueron trasladados
a CF. Durante el estudio se realizaron andlisis periddicos de la sangre periférica por citometria de flujo para determinar
el estado hematopoyético de los animales y asi, poder identificar la aparicion de células leucémicas. Cuando los
ratones alcanzaron los 22 meses de edad o cuando se detectd la LLA-B, fueron sacrificados y se procedié al andlisis de
los tejidos hematopoyéticos.

Los 23 ratones WT se mantuvieron sanos durante todo el experimento y ninguno de
ellos desarrollé ningun tipo de enfermedad hematoldgica. En el caso de los ratones
Etv6F3>X Gnicamente uno de ellos desarrollé leucemia T en el momento final del
experimento (22 meses) (Figura 7A). De este modo, no existen diferencias
estadisticamente significativas entre la incidencia de la leucemia en los ratones WT y los
Etv6R3>>X El andlisis por citometria de flujo confirmé que las células leucémicas tenian

un fenotipo CD8* (Figura 7B).

Estos resultados indican que la exposicidn a la infeccidon en los ratones Etv6™3>>X con
predisposicion a desarrollar leucemia no es capaz de desencadenar el segundo evento

gue permita la conversién del clon preleucémico en leucémico.

También se estudiaron las diferentes poblaciones hematopoyéticas presentes en la
sangre periférica (SP) de los ratones Etv6F3>>X y se compararon con los de los WT. Se
observd que tanto los porcentajes de células B como los de células mieloides de los
ratones Etv6F3>>X fueron superiores a los de los ratones WT en todos los puntos
comparados, aunque estos datos sdélo eran estadisticamente significativos en el caso de
las células B (Figura 8A y D). En cuanto a las células T CD4*, se observé un descenso en
los porcentajes de estas células a lo largo de la vida de los ratones, tanto en los WT como
en los Etv6R3>3X, siendo siempre superiores los valores de los ratones WT (Figura 8B).
Finalmente, los porcentajes de células T CD8* presentes en los WT también fueron
significativamente superiores a los observados en los ratones Etv6"3*>>X en todos los

puntos comparados (Figura 8C).
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Figura 7. Supervivencia y fenotipo de ratones Etv6R335X expuestos a infecciones. A) Supervivencia asociada de LLA-T
de ratones Etv6R35X (linea azul, n=34) y ratones WT (linea negra, n=23) en un animalario convencional. El p-valor fue
obtenido por el andlisis Log-rank (Mantel-cox): p-valor=0,4108 al comparar la supervivencia de ambos grupos de
ratones. B) Ejemplo de un andlisis de citometria de flujo de sangre periférica, nddulos linfdaticos y médula ésea de un
raton Etv6R355X enfermo con LLA-T y otro sano de la misma edad, ambos en un animalario convencional.
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Figura 8. Porcentajes de células B, células T y células mieloides en la sangre periférica de ratones Etv6?355X y ratones
WT a lo largo su vida. A) Se observan diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de células B
presentes en la sangre periférica de ratones Etv6R3>°X (linea azul) y ratones WT (linea negra) a lo largo su vida. (*** p-
valor<0,0006). B) Se observan diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de células T CD4+
presentes en la sangre periférica de ratones Etv6R3>°X y ratones WT a lo largo su vida. (* p-valor=0,0133). C) Se
observan diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de células T CD8+ presentes en la sangre
periférica de ratones Etv6R3°>Xy ratones WT a lo largo su vida. (**** p-valor<0,0001). D) No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de células mieloides presentes en la sangre periférica de ratones
Etv6R355X y ratones WT a lo largo su vida. (p-valor=0,0602). SP: sangre periférica.

De forma paralela, se llevd a cabo un estudio de las células B preleucémicas
presentes en los distintos tejidos hematopoyéticos de ratones Etv6F3>>X jévenes (4
meses de edad). Se observo que los porcentajes de células B en la médula dsea (MO) de
los ratones Etv6R3>>X eran inferiores a los de los ratones WT, siendo estas diferencias no
estadisticamente significativas. Sin embargo, tanto en la sangre periférica, como en el
bazo y en los nédulos linfaticos (NL), se encontraron valores significativamente
superiores de células B en los ratones Etv6F3>>X respecto a los WT. Ademads, como cabria
esperar, los porcentajes de células B maduras en bazo, sangre periférica y nédulos

linfaticos son superiores a los observados en la médula ésea (Figura 9).
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Figura 9. Porcentajes de células B en la médula 6sea, sangre periférica, bazo y nddulos linfaticos de ratones Etv6R355X
y WT de 4 meses de edad. No se observaron diferencias en la poblacion B de la médula ésea (MO) de ratones Etv6R35>X
(n=4) en comparacioén con ratones WT (n=6). Si hay diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes
de células B presentes en la sangre periférica (SP) de ratones Etv6R355X en comparacién con ratones WT (* p-
valor=0,0123). Si hay diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de células B presentes en el bazo
de ratones Etv6R355X respecto a los WT (* p-valor=0,0376). También hay diferencias estadisticamente significativas
entre los porcentajes de células B presentes en los nddulos linfaticos (NL) de ratones Etv6F35°X en comparacion con los
WT (** p-valor=0,0075). Todos los ratones fueron mantenidos en un animalario convencional. Los p-valores
corresponden a los obtenidos por un andlisis t-test no pareado.

Finalmente, también se llevé a cabo un andlisis donde se compararon las
poblaciones de células B de la médula dsea de ratones Etv6”*>°X jévenes (4 meses de
edad) y ratones mayores (22 meses de edad) para ver cdmo variaban los porcentajes de
estas poblaciones con el paso del tiempo. Como cabria esperar, se observd una
disminucion de las células B totales en la médula ésea como consecuencia del
envejecimiento de los animales (Figura 10A). De igual manera, cuando se separod el
analisis atendiendo a los diferentes compartimentos de células B presentes en la médula
dsea en funcidén de la expresidn de los marcadores B220 e IgM, se observaron resultados
parecidos. Los ratones Etv6™3>>X de 4 meses de edad presentaban un mayor porcentaje
de células preB y proB (B220%¥° IgM") y de células inmaduras (B220°° |gM*) que los
ratones de mas edad (Figura 10A). Sin embargo, los ratones jévenes mostraban menor
porcentaje de células recirculantes (B220* IgM*/) que los ratones de 22 meses, aunque

estas diferencias no eran estadisticamente significativas (Figura 10A).

Estos datos también se reflejaban en los analisis de citometria de flujo de médula
Osea de ratones Etv6™3>>X de 4 meses de edad y 22 meses de edad. Segun lo esperado,
el ratén joven presentaba un mayor porcentaje de células B inmaduras y células preBy
proB en la médula désea, pero es el ratdn de 22 meses el que muestra porcentaje mayor

de células B maduras recirculantes (Figura 10B).
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Figura 10. Andlisis comparativo de la médula dsea entre ratones Etv6R3>5X de 4 y 22 meses de edad. A) Andlisis
estadistico de los porcentajes de células B totales, de células preB y proB, inmaduras y recirculantes presentes en la
médula ésea (MO) de ratones Etv6R3>°X g los 4 (n=4) y 22 (n=23) meses de edad. Los p-valores corresponden a los
obtenidos por un andlisis t-test no pareado. B) Ejemplo de andlisis de citometria de flujo entre un raton Etv6R3°X de 4
meses y otro de 22 meses en el que se muestran las poblaciones de células T, células B y células mieloides presentes

en la MO de estos ratones.
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1.2. La alteracion del microbioma intestinal no promueve el desarrollo

de la leucemia en ratones Etv6"3>>X genéticamente predispuestos.

Actualmente, se sabe que tanto los ratones Pax5*- como los Scal-ETV6-RUNX1
presentan microbiomas intestinales especificos de cada genotipo directamente
relacionados con la alteracion genética que portan. Ademas, en el caso de los ratones
Pax5*-, su alteracion mediante el tratamiento con antibidticos es suficiente para inducir

la LLA-B incluso en ausencia de estimulos infecciosos!®.

Estudios previos han publicado que las LLA-B diploides asociadas a ETV6 presentan
la delecidon de PAX5 con una frecuencia del 30%%. Teniendo esto en cuenta, se decidié
estudiar si el estrés inmunoldgico inducido con el uso de los antibidticos en condiciones
SPF podria conducir al desarrollo de la leucemia en ratones Etv6F3>°X genéticamente
predispuestos. Para este experimento se generaron 32 ratones Etv6"3>>X y 12 ratones
WT, ambas cohortes fueron tratadas con antibidticos. También se generaron 35 ratones
Etv6R3>>X que conformaron el grupo control al no recibir el tratamiento antibiético. Sélo
se utilizaron hembras en el estudio para evitar el sesgo por razén de sexo, ya que el
microbioma intestinal es diferente entre machos y hembras. Todos los ratones se
mantuvieron en un animalario SPF durante todo el experimento. En torno a las 8
semanas de edad, los 32 ratones Etv6"3>X y los 12 ratones WT fueron tratados con un
coctel de antibidticos (ampicilina, vancomicina, ciprofloxacina, imipenem 'y
metronidazol) disuelto en el agua de los biberones durante 8 semanas, con el objetivo
de eliminar por completo los microorganismos que conformaban su microbiota
intestinal. Se recogieron muestras fecales (de las 3 cohortes de ratones) antes de
empezar el tratamiento, a las 4 semanas de tratamiento, a las 8 semanas de tratamiento
(coincidiendo con el fin de éste), 4 semanas tras la finalizaciéon del tratamiento y
después, cada 2 meses hasta que los animales mostraron signos de enfermedad o hasta
el punto final del experimento (22 meses). Ademas, periddicamente se llevaron a cabo
analisis de sangre periférica mediante citometria de flujo para comprobar como
afectaba el tratamiento con los antibiéticos a la composicion hematopoyética y asi

poder detectar la presencia de células leucémicas en sangre (Figura 11).
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Figura 11. Disefio experimental del tratamiento con antibiéticos y seguimiento de los ratones. Los ratones Etv6R355X
y WT nacieron y se mantuvieron en el animalario SPF toda su vida. A los 2 meses de edad si inicio el tratamiento con
el céctel de antibidticos con una duracion de 8 semanas. Durante este tiempo se recogieron muestras fecales (al inicio
del tratamiento, a las 4 semanas, al acabar el tratamiento, un mes después de acabar el tratamiento y después cada
2 meses). También se realizaron andlisis periddicos mediante citometria de flujo de la sangre periférica cada 2 meses
para hacer un sequimiento del estado hematopoyético de los animales y poder asi encontrar las células leucémicas en
circulacién. Bien cuando se detectaron casos de leucemia o bien cuando los ratones alcanzaron los 22 meses de edad,
fueron sacrificados para hacer un andlisis de los distintos 6rganos hematopoyéticos por citometria de flujo. SP: sangre
periférica.

El tratamiento con antibidticos fue eficaz en cuanto a la eliminacién del microbioma
intestinal. La ausencia de éste se determind midiendo la concentracién del ADN
presente en las heces de los animales (Figura 12A-B). Para el caso de los ratones
Etv6R3>>Xy WT tratados con antibidticos se observé que tras 4 semanas de tratamiento
ya habia una reduccion significativa en la concentracion de ADN en las muestras fecales;
y tras los dos meses con los antibidticos la concentracion se redujo hasta valores
préoximos a 0. Ademas, un mes después de la finalizacién del tratamiento con los
antibidticos los valores se restablecieron (Figura 12A-B). Sin embargo, en el grupo de
ratones control Etv6™3>>X, a los que no se les administraron los antibidticos, las
concentraciones de ADN bacteriano de las muestras fecales se mantienen sin

variaciones significativas a lo largo del tiempo (Figura 12C).
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Figura 12. Grdficas representativas de la concentracion de ADN en las muestras fecales recogidas a lo largo del
experimento en ratones Etv6R355X y WT, A) Representacion de la concentracion de ADN de las muestras fecales de los
ratones Etv6R3>°X tratados con antibidticos a lo largo del tiempo (los meses indican la edad de los ratones). Al finalizar
el tratamiento con antibidticos (4 meses de edad) la concentracion de ADN en las heces era prdcticamente 0. Las
concentraciones de ADN bacteriano en las muestras fecales se reestablecieron aproximadamente 1 mes tras finalizar
el tratamiento (5 meses de edad). (** p-valor=0,0057; **** p-valor<0,0001) B) Concentracion de ADN en las muestras
fecales de los ratones WT tratados con antibiéticos a lo largo del tiempo. Al finalizar el tratamiento con antibiéticos
(4 meses de edad) la concentracion de ADN en las heces era prdcticamente 0. Las concentraciones de ADN bacteriano
en las muestras fecales se reestablecieron aproximadamente 1 mes tras finalizar el tratamiento. (**** p-
valor<0,0001). C) Representacion de la concentracion de ADN de las muestras fecales de los ratones Etv6R3%5X no
tratados con antibidticos. Los valores de las concentraciones se mantienen sin variaciones significativas a lo largo del
tiempo. Cada punto hace referencia a la media de las concentraciones de ADN de los ratones mantenidos en la misma
jaula. Abx: tratamiento con antibidticos.

Resultados previos habian demostrado que en el caso de los ratones Pax5*"
genéticamente predispuestos, la deplecidon bacteriana debida al tratamiento con
antibioticos desencadenaba la LLA-B, incluso en condiciones SPF, es decir, en ausencia
de estrés inmune debido a la exposicion a infecciones comunes!®. Para corroborar si
este hecho también se daba en los ratones Etv6R3>°X, se decidid explorar si la alteracion
del microbioma intestinal de estos ratones también inducia la leucemia. Los resultados
mostraron que tanto la incidencia como el tiempo transcurrido hasta la aparicion de la
enfermedad no se vieron alterados por el tratamiento con antibiéticos al compararlos
con los ratones que no siguieron el tratamiento (Figura 13A). En el caso de los ratones
Etv6r3>>X tratados con antibidticos, dos de ellos desarrollaron LLA-B y uno LLA-T, siendo
la latencia de la enfermedad de entre 17 y 23 meses de edad. En el grupo de los ratones
Etv6"3>>X que no vieron alterado su microbioma intestinal, hubo 3 casos de LLA-B que se
detectaron entre los 16 y los 22 meses de edad (Figura 13A-B). En ambos grupos, las
leucemias se diagnosticaron por la aparicion de células tumorales en la sangre periférica,
la médula ésea, el bazo o los nédulos linfaticos, las cuales llegaron a infiltrar otros tejidos

no hematopoyéticos como el higado (Figura 13C). Desde el punto de vista fenotipico, la
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LLA-T presentaba una poblaciéon tumoral B220" IgM* CD4* (Figura 13D) y las LLA-B eran
B220b2° |gM- CD19P2°/* Mac1* (Figura 13E). Por lo tanto, este estudio indica que no
existen diferencias con relacién a la incidencia de la leucemia entre los ratones Etv6~3>>X
tratados y no tratados con antibiodticos, reflejando que, en este caso, un estrés
inmunoldgico como es el uso de antibidticos no es un factor diferencial a la hora de

disparar la leucemia en ratones con una misma predisposicidon genética.

Para confirmar que las leucemias de los ratones Etv6?3>X realmente pueden ser
catalogadas como tal, es necesario llevar a cabo la identificacién de los eventos
secundarios que se adquieren somaticamente y que conducen al desarrollo de la LLA.
Para ello se requiere secuenciar el genoma completo de las muestras de ADN tumoral y
compararlos con sus correspondientes muestras de ADN control obtenidas de la linea
germinal de la cola de dichos ratones. Este es un proceso largo por lo que actualmente
no se dispone de los resultados de la secuenciacidn, pero estamos a la espera de ellos

para confirmar asi la aparicidn de la leucemia en los ratones Etv6R3>°X,
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Ratén EtveR355X con LLA-B (tratado con Abx)
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Figura 13. Curva de supervivencia especifica, incidencia de leucemia y fenotipado de ratones Etv6R355X con y sin
tratamiento con antibiéticos. A) Curva de supervivencia especifica de LLA en ratones Etv6R355X tratados (n=32) o no
tratados (n=35) con antibidticos (p-value=0,9347) y WT tratados (n=12). Ninguno de ellos fue expuesto a infecciones
comunes. B) Incidencia de leucemia en ratones Etv6R3>5X con y sin privacion de la microbiota intestinal. Todos los
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ratones fueron alojados en condiciones SPF. No se encontraron diferencias significativas mediante la prueba exacta
de Fisher. El 9,37% (3/32) de los Etv6R355X privados del microbioma desarrollaron LLA (2 LLA-By 1 LLA-T) y el 8,57%
(3/35) de los Etv6R355X no tratados desarrollaron LLA-B. C) Tincién con hematoxilina y eosina de distintos tejidos de
ratones leucémicos Etv6R35X tratados con y sin antibidticos y comparados con los de un ratén WT. Se muestran
imdgenes de las histologias de bazo, nddulos linfdticos e higado. Se aprecia la pérdida de la arquitectura normal de
los tejidos en los ratones con LLA-B en comparacion con los ratones sanos. En cada caso se indica la ampliacion y la
escala. D) Ejemplo representativo de andlisis por citometria de flujo de sangre periférica (primera columna), nédulos
linfaticos (sequnda columna), médula ésea (tercera columna) y bazo (cuarta columna) de un ratén EtveR355X tratado
con antibidticos y que presenta LLA-T. E) Ejemplo de andlisis por citometria de flujo de sangre periférica (primera
columna), médula dsea (segunda columna) y bazo (tercera columna) de un ratén Etv6R3>X tratado con antibiéticos y
que presenta LLA-B. F) Ejemplo de andlisis por citometria de flujo de sangre periférica (primera columna), médula ésea
(segunda columna) y bazo (tercera columna) de un ratdn Etv6R3>5X sano tratado con antibidticos. En los ejes de las
figuras se indican los marcadores celulares analizados. Todos los ratones fueron mantenidos en condiciones SPF toda
su vida. Abx: tratados con un cdctel de antibidticos durante 8 semanas.

Ninguno de los ratones WT tratados con el céctel de antibiéticos durante las 8
semanas desarrollaron LLA-B, pero 4 de ellos (4 de 12) presentaron otros tumores
cuando tenian 22 meses de edad, los cuales fueron detectados en el momento del
sacrificio del ratén por el fin del experimento. Los andlisis de inmunofenotipado por
citometria de flujo confirmaron que los tumores eran neoplasias de células B maduras
(linfomas), y que por lo tanto eran distintas a las leucemias observadas en los ratones
Etv6R3>>X (Figura 14). Estos resultados confirman que la eliminacion del microbioma
intestinal no tiene un papel disparador de la leucemia en ratones sin predisposicién

genética a esta enfermedad.
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Figura 14. Andlisis de la enfermedad en ratones WT estabulados en SPF y que han sufrido la eliminacién del
microbioma mediante el uso de antibiédticos. Ejemplo representativo del andlisis por citometria de flujo de sangre
periférica y bazo de un ratén WT tratado con antibidticos que presenta linfoma de células B (primera fila) y otro raton
WT sano de la misma edad (segunda fila). En los ejes de las figuras se indica el marcador celular utilizado en cada
caso. Todos los ratones fueron mantenidos en SPF toda su vida. Abx: tratamiento con antibidticos.
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Cuando se analizd el efecto del tratamiento con antibidticos en la composicion
hematopoyética de los ratones, se observé un aumento significativo a los 6 y a los 8
meses de edad en el numero de células B maduras en sangre periférica en los ratones
Etv6"3>°X que habian sido tratados con antibidticos (Figura 15). Sin embargo, en cuanto
a las células T CD8* y a las células mieloides, se detectéd una disminucién de ambas
poblaciones, también a los 6 y 8 meses de edad, en los ratones Etv6R3>>X tratados con
antibidticos respecto de los que no habian sufrido privacion del microbioma intestinal
(Figura 15). El hecho de que los antibiéticos fueron administrados hasta los 4 meses de
edad y que las variaciones estadisticamente significativas de las distintas poblaciones
hematopoyéticas entre ratones tratados y no tratados se observaron Unicamente en los
meses proximos a la finalizacién del tratamiento, puede sugerir que estas diferencias se
deban al efecto de los antibidticos. De esta manera, a medida que pasa el tiempo, su
efecto se va diluyendo y los porcentajes de las poblaciones celulares presentes en sangre
se van restaurando hasta asemejarse a los de los ratones que no han seguido el

tratamiento con antibidticos.
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Figura 15. Andlisis representativos estadisticos de los cambios producidos por el tratamiento con antibiéticos (Abx)
en las poblaciones hematopoyéticas de sangre periférica en los ratones Etv6R35°X, Andlisis estadistico de las
poblaciones hematopoyéticas de sangre periférica (SP) en las que se observaron cambios estadisticamente
significativos debido al tratamiento con antibicticos. Se observaron diferencias en la poblacién B (primera columna)
de sangre periférica en ratones Etv6R355X tratados con antibidticos (n=32) en comparacion con ratones del mismo
genotipo sin tratamiento con antibidticos (n=35). Se observé una disminucion significativa en el nimero de células B
en los ratones Etv6R3>°X no tratados con antibicticos comparado con ratones Etv6F35>X tratados a los 6 meses (primera
fila; p-valor=0,0007) y a los 8 meses (segunda fila; p-valor=0,0064). Se observé también una disminucion de células T
CD8+ (segunda columna) debido al tratamiento con antibidticos (p-valor=0,0012 a los 6 meses y p-valor=0,00128 a
los 8 meses de edad). Se observé una disminucion significativa en el nimero de células mieloides en los ratones
EtveR355X tratados con antibidticos comparado con ratones Etv6R355X no tratados tanto a los 6 meses (primera fila; p-
valor=0,0022) como a los 8 meses (segunda fila; p-valor=0,0097). Los p-valores corresponden a los obtenidos por test
t no pareado.

Se quisieron también analizar las posibles diferencias en cuanto a la composicién de
células B presentes en la médula dsea de los ratones Etv6R3>>X con y sin privacion del
microbioma intestinal. Se observé que el porcentaje de células B totales en la médula
6sea de los ratones Etv6R3>°X tratados con antibidticos era menor que el que
presentaban los animales del mismo genotipo no tratados y menor también que el de
los ratones WT tratados con antibidticos, pero estas diferencias no eran
estadisticamente significativas (Figura 16A). De igual manera, cuando se separa el
analisis atendiendo a los diferentes compartimentos de células B presentes en la médula
Osea en funcion de la expresién de los marcadores B220 e IgM, se observaron resultados
parecidos. Los ratones Etv6"3>>X con privacion del microbioma intestinal presentan un
menor porcentaje de células preB y proB (B220°3° IgM-), de células inmaduras (B220°
IlgM*) y de células recirculantes (B220* IgM*/") que los ratones Etv6"35°X no tratados y que
los WT con tratamiento antibidtico. En ninglin caso estas diferencias son

estadisticamente significativas (Figura 16B).

Por lo tanto, ni la diferencia entre genotipos (Etv6*3>>X vs WT) ni la presencia o
ausencia de un estrés inmunolégico (tratamiento con antibiéticos) dentro del mismo
genotipo, afecta en este caso a las poblaciones de células B presentes en la médula dsea.
Este analisis se realizé con médulas éseas de ratones sanos que llegaron al punto final
de fin de experimento (22 meses), de manera que el hecho de no observar diferencias
significativas también puede deberse en parte a que el efecto transitorio de los

antibidticos ya no esté presente.

Finalmente, también se llevé a cabo un analisis donde se comparé la médula ésea

de ratones jovenes (4 meses de edad) y ratones mayores (22 meses) Etv6”3>>X para ver
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si la edad de los animales podia tener un efecto sobre las poblaciones de células B
presentes en este tejido hematoldgico. No se observaron diferencias significativas ni
entre las células B totales ni entre las diferentes poblaciones de células inmaduras
presentes en la médula dsea de los ratones Etv6"*>>X a los dos puntos de edad (Figura

16C).
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Figura 16. Porcentajes de células B en la médula ésea de ratones Etv6R355X y WT tratados y no tratados con
antibiéticos. A) Porcentajes de células B totales en médula ésea (MO) en ratones Etv6R355X con tratamiento (n=25), sin
tratamiento (n=18) y WT con tratamiento (n=6), a los 22 meses de edad. B) Porcentajes de células preB y proB,
inmaduras y recirculantes en MO en ratones con tratamiento (n=25), sin tratamiento (n=18) y WT con tratamiento
(n=6), a los 22 meses de edad. C) Comparacion entre los porcentajes de células B totales, de células preB y proB,
inmaduras y recirculantes presentes en la MO de ratones Etv6R355X sin tratar con antibidticos, a los 4 (n=5) y 22 (n=25)
meses de edad. Los p-valores corresponden a los obtenidos por andlisis t-test no pareado.

Una vez estudiado el papel de distintos estreses inmunolégicos, como la exposicién
a infecciones comunes y el tratamiento con antibidticos, en ratones Etv6R3>°X
predispuestos a desarrollar LLA-B, se concluyd que no se dan cambios significativos en
cuanto a la incidencia de leucemia respecto a la de los grupos de ratones control. De
manera que, en el caso de los ratones Etv6™3>>X expuestos a patdgenos, Uinicamente un
ratén desarrolld LLA-T y por lo tanto no existen diferencias significativas en relaciéon con
la incidencia entre estos ratones y los WT también expuestos a infecciones. Respecto al
inmuno-estrés causado por la deplecidon bacteriana, la incidencia de la enfermedad
tampoco se vio alterada por el tratamiento con antibiéticos en comparacion con los
ratones Etv6”3>>X que no siguieron dicho tratamiento (Figura 17A). Del mismo modo, los
distintos porcentajes de supervivencia son muy similares entre los ratones Etv6”3>>X de
CF y los ratones Etv6™3>>X de SPF, con y sin tratamiento con antibidticos, no habiendo
diferencias estadisticamente significativas entre ellos (Figura 17B). Es por ello por lo que
se puede concluir que el estrés inmunolégico no parece tener un papel promotor de la

leucemia vinculada a la predisposicidn genética del gen ETV6.
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Figura 17. Comparacién de la incidencia y supervivencia de ratones Etv6R35X expuestos a distintos estreses
inmunolégicos. A) Incidencia de LLA-B (6,25%) y LLA-T (3,12%) en ratones Etv6"35°X con tratamiento con antibiéticos.
Incidencia de LLA-B (8,57%) que presentan los ratones Etv6R355X que no han tenido privacidn del microbioma intestinal.
Incidencia de LLA-T (3,12%) de los ratones Etv6R35°X expuestos a infecciones comunes. B) Curva de supervivencia
especifica de LLA en ratones Etv6R355X tratados (linea verde, n=32), no tratados (linea roja, n=35) con antibidticos y
expuestos a patogenos (linea azul, n=34). El p-valor fue obtenido por el andlisis Log-rank (Mantel-cox): p-valor=0,9347
al comparar la supervivencia de Etv6R355X Abx vs Etv6FR355X (SPF); p-valor=0,2808 al comparar la supervivencia de
Etv6R355X Abx vs Etv6R355X (CF). Abx: tratamiento con antibidticos.

2. El estrés inmune suprime la sefalizacion de la inmunidad
innata en las células B precursoras preleucémicas para causar

leucemia.

La LLA-B es considerada un trastorno sanguineo clonal cuyas fases mas tempranas
tienen lugar durante el desarrollo embrionario. Las células preleucémicas, portadoras
de alteraciones que afectan a genes clave para el desarrollo hematopoyético tempano,
son compatibles con una hematopoyesis normal en la mayoria de las ocasiones, sin
embargo, a veces pueden transformarse y dar lugar a la aparicién de la LLA-B gracias a
la adquisicién de mutaciones somaticas adicionales!?2>2686.101 Estydios recientes han
demostrado que el estrés inmune causado por la exposicion ambiental a infecciones
comunes proporciona una ventaja de seleccién a las células preleucémicas que
mediante un mecanismo de transformacién dan lugar a la leucemia. Sin embargo,

todavia se desconoce como este estrés desencadena la transformacion?>2%8¢, aunque
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recientemente se ha empezado a estudiar cdmo las células preleucémicas responden a

los estimulos infecciosos.

Este trabajo trata de determinar como las células preleucémicas Pax5*"y ETV6-
RUNX1 pasan a un estado leucémico durante el estrés inmunitario, examinando para
ello ratones transgénicos Pax5*-y ETV6-RUNX1 susceptibles a desarrollar leucemia. Se
ha visto que estos modelos murinos reproducen fielmente el desarrollo de la LLA-B que

se da en humanos.

Ademas, se sabe que la presencia de las mutaciones Pax5*- o ETV6-RUNX1 modifica
de forma unica el microbioma intestinal en comparacion con sus homélogos WT.
Curiosamente, este microbioma intestinal especifico de los ratones Pax5*" les protege
contra el desarrollo de la leucemia, y su alteracién mediante el tratamiento con
antibioticos es suficiente para inducir la LLA-B, incluso en ausencia de estimulos
infecciosos®2. Existe también una alianza entre el sistema inmune y el microbioma
intestinal, que cuando funciona de forma éptima, permite la induccién de respuestas
protectoras frente a patégenos y el mantenimiento de vias reguladoras implicadas en el
mantenimiento de la tolerancia a antigenos inocuos?2. Sin embargo, se ha demostrado
qgue la alteracién bacteriana provoca una supresién inmunitaria tanto innata como

adaptatival®.

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra los
microorganismos invasores y su importancia en la formaciéon de tumores también se
pone de manifiesto por el creciente nimero de canceres (por ejemplo, cancer de
estdmago, cancer de higado, cancer colorrectal, cancer de pancreas y cancer de cuello
uterino) para los que existe una asociacion causal con el microbioma®. Ademéds, la
inmunidad innata desempefia un papel fundamental en la evolucidn de aquellos
canceres con un origen vinculado con la infeccidon, como puede ser la leucemia. Es por
ello por lo que, la desregulacidn de la inmunidad innata es caracteristica de al menos un
tercio de todos los cdnceres asociados a una inflamacién crénica que favorece la
aparicion de tumores. Se ha descrito que receptores inmunitarios innatos como los TLRs
surgen como reguladores criticos de la respuesta inmunitaria a la infeccidén microbiana,
desempeiiando un papel fundamental en la modulacién de una amplia gama de

respuestas celulares inhibidoras y promotoras de tumores®8,
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Por este motivo, podria ser interesante centrarse en la via de la inmunidad innata
mediada por la sefializacion TLR y Myd88 como método para restaurar la respuesta

inmunitaria normal en ratones Pax5*".

2.1. La alteracién del microbioma intestinal promueve el desarrollo de
la leucemia en ratones Pax5", pero no en otras cepas

genéticamente predispuestas.

Actualmente, muchos datos apoyan la hipétesis de que el evento que origina el
desarrollo de la leucemia infantil es la exposicion a la infeccion. Sin embargo, la
naturaleza y el orden de los acontecimientos por los que la infeccién desencadena la
leucemia siguen siendo objeto de debate y hay dos hipétesis que tratan de explicar dicho

fendmeno.

Una de estas hipotesis es la teoria de la “infeccion retardada” la cual postula que la
falta de una modulaciéon inmunitaria adecuada en los periodos neonatal e infantil
conlleva el riesgo de desarrollar leucemia debido a una exposicion retardada a las
infecciones comunes en la infancia. De este modo, un sistema inmunitario no expuesto
a las infecciones en las primeras etapas del desarrollo puede funcionar de forma
andmala cuando se expone posteriormente a dichas infecciones comunes. Ademas, una
sefializacion inmunitaria andmala desencadenada por las infecciones puede dar lugar a
una serie de acontecimientos genéticos que desembocan en el desarrollo completo de

la leucemia30104,

Alternativamente y simultaneamente, se postuld la hipdtesis de “la mezcla de
poblaciones” para explicar la aparicion de pequenos grupos de pacientes en un lugary
momento localizados?’. Esta hipdtesis expone que la LLA-B infantil podria surgir como
resultado infrecuente de la exposicién a cualquier infeccion comun, pero que sélo se
manifestaria en épocas de mezcla de poblaciones, cuando un numero relativamente
elevado de nifos susceptibles a esta infeccién se mezclaran con un gran ndmero de

individuos infectados, dando lugar a una epidemia generalizada?’.
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En cualquiera de los dos casos, una deficiencia transitoria del sistema inmunitario
podria actuar, junto con una disbiosis del microbioma intestinal, en las primeras etapas
de la vida. Recientemente, se descubrié que tanto los ratones Pax5*- como los Scal-
ETV6-RUNX1 albergan microbiomas intestinales especificos de cada genotipo
directamente relacionados con la alteracién genética que portan'®. Este trabajo
estableci6 un paradigma experimental para evaluar e identificar los factores que
modulan la ventaja selectiva de las células preleucémicas. La mayoria de otros tipos de
leucemia son independientes de la presencia de infecciones para su progresién. De esta
manera, nos preguntamos si la relacidon “alteracién genética-disbiosis especifica del
microbioma intestinal” es una caracteristica inherente a aquellas condiciones genéticas
preleucémicas asociadas a leucemias impulsadas por infecciones o, por el contrario,
también esta presente en las alteraciones genéticas vinculadas a leucemias

independientes de las infecciones.

Para resolver dicha pregunta, se utilizaron dos modelos de ratén que desarrollan
leucemia de manera independiente a la exposicién a infecciones comunes, el modelo
Scal-Lmo2, el cual desarrolla LLA-T%, y el modelo Scal-BCR-ABLp190, que desarrolla
LLA-B1%, Inicialmente, se analizé el impacto de estos dos genotipos sobre el microbioma
utilizando muestras de heces de ratones Scal-Lmo2 y Scal-BCR-ABLp190. Se vio que el
efecto de cada alteracién genética conformaba una composicién caracteristica del
microbioma intestinal que era distinta entre estas dos cepas de ratones y que también
diferia del microbioma de los ratones WT (Figura 18A-B y ANEXO 1). Del mismo modo,
también se analizaron muestras de heces de ratones Pax5* para corroborar los datos
previos obtenidos en los que se indicaba que estos ratones mostraban un microbioma
intestinal especifico. De esta manera, cada predisposicion genética dio forma a una
microbiota intestinal Unica, independientemente de si estan asociadas con el desarrollo

de la leucemia dependiente o independiente de la infeccidn.
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Figura 18. La susceptibilidad genética a la LLA conforma una microbiota intestinal especifica en ratones
predispuestos. A) Se calcularon las distancias jaccard por pares (diversidad beta, que refleja como de distintas son las
muestras comparando unas con otras) para todas las muestras. La métrica de la distancia se ordend en 3D mediante
el andlisis de componentes principales (PCA) y se visualizé mediante Emperor. Los ejes indican el porcentaje de
varianza explicada. B) Se aplicaron pruebas de Permanova por pares con 999 permutaciones para comprobar las
diferencias en la diversidad beta agrupada por genotipo de ratén (WT n=12, Scal-BCR-ABLp190 n=15, Scal-Lmo2
n=15y Pax5*-n=10). Los recuadros representan las distancias jaccard entre muestras del mismo genotipo. "n="indica
las distancias medidas, "p" es el p-valor de la prueba de Permanova.

Datos anteriores demostraron que la alteracién del microbioma intestinal mediante
la deplecion bacteriana debida al tratamiento con antibidticos desencadenaba la
leucemia en ratones Pax5*~ genéticamente predispuestos, incluso en ausencia de
infecciones. Basandonos en esta premisa, se decidié explorar si alterar el microbioma
intestinal en condiciones SPF podria conducir a la induccion de la leucemia en ratones
Scal-ETV6-RUNX1, Scal-Lmo2 y Scal-BCR-ABLp190. Estos ratones fueron tratados con
un coctel de antibidticos (ampicilina, vancomicina, ciprofloxacina, imipenem vy
metronidazol) disuelto en el agua de los biberones durante 8 semanas, inicidndose en
torno a las 8 semanas de edad. En los tres modelos, la incidencia de la leucemia y el
tiempo transcurrido hasta la aparicidn de la enfermedad no se vieron alterados por el
tratamiento con antibidticos en comparacion con los ratones que no siguieron dicho
tratamiento (Figura 19A-B). Estos resultados ponen de manifiesto que la modulacién del
microbioma intestinal mediante la eliminacién bacteriana afecta exclusivamente al

desarrollo de la LLA-B en los ratones Pax5*/.
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Figura 19. Curva de supervivencia especifica e incidencia de leucemia de ratones Scal-BCR-ABLp190, Scal-Lmo2 y
Scal-ETV6-RUNX1 con y sin tratamiento con antibiéticos. A) Curva de supervivencia especifica de LLA-B en ratones
Scal-Lmo2 tratados (n=24) o no tratados (n=14) con antibidticos (p-value=0.7935), Scal-BCR-ABLp190 tratados
(n=13) o no tratados (n=7) con antibidticos (p-value=0.6514) y Scal-ETV6-RUNX1 tratados (n=6) o no tratados (n=10)
con antibidticos (p-value>0.9999). Ninguno de ellos fue expuesto a infecciones comunes. B) Incidencia de leucemia en
ratones Scal-BCR-ABLp190, Scal-Lmo2 y Scal-ETV6-RUNXI con y sin privacion de la microbiota intestinal. Todos los
ratones fueron alojados en condiciones SPF y algunos de los ratones de los tres genotipos fueron tratados con un coctel
de antibidticos durante 8 semanas para inducir la alteracion del microbioma intestinal. No se encontraron diferencias
significativas mediante la prueba exacta de Fisher. En total, ninguno de los ratones Scal-ETV6-RUNX1 privados del
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microbioma (n=6) desarrollé LLA-B; el 30,77% (4/13) de los Scal-BCR-ABLp190 tratados con un antibidtico
desarrollaron LLA-B y el 83.33% (20/24) de los Scal-Lmo2 privados del microbioma desarrollaron LLA-T. Los ratones
Scal-ETV6-RUNX1 necesitan exposicion a la infeccion para desarrollar B-ALL, por esta razon, ninguno de los ratones
desarrollo B-ALL en estas condiciones de alojamiento. Abx: tratados con un coctel de antibidticos durante 8 semanas.

2.2. El entrenamiento inmunitario mediante la exposicién temprana a
las infecciones no previene el desarrollo de la leucemia en ratones

Pax5*".

De acuerdo con la hipdtesis de la exposicidn retardada, los estudios epidemiolégicos
sugieren que las exposiciones que conducen a la estimulacién inmunolégica (lactancia
materna, asistencia a guarderias, contacto con mascotas, alergias, etc.) durante la
infancia estan inversamente correlacionadas con el desarrollo de los subtipos mas
comunes de LLA-B (ETV6-RUNX1+ y LLA-B de alta hiperdiploidia)?®:107,108,109,110,111 'Fstpg
hallazgos plantean la posibilidad de que la falta de exposicidn a infecciones durante los
primeros afios de vida contribuya a la aparicién de la LLA-B. Hay algunas observaciones
que sugieren que este podria no ser el caso del desarrollo de la leucemia en los ratones
Pax5*~, como es el hecho de que la LLA-B también aparece cuando los ratones de mas
edad (> 5 meses) se exponen a infecciones naturales?® o que la eliminacién de las células
B preleucémicas mediante la inhibicidn transitoria de la via JAK/STAT en el momento de
la exposicion a la infeccion previene el desarrollo de la LLA-B!2. Apoyando dichas
observaciones, recientes estudios epidemiolégicos en humanos demuestran que no hay
evidencias de que la exposicién temprana a infecciones comunes, debido a la asistencia

a guarderias, proteja frente al desarrollo de leucemia en nifios!3,

Con el fin de determinar si el momento de exposicién a la infeccién es o no relevante
para el desarrollo de la LLA-B, se expusieron ratones Pax5*"y ratones WT a las mismas
condiciones infecciosas desde el embarazo y el nacimiento, y después durante el resto
de su vida (este grupo se denomina “grupo de exposicion temprana”). De igual modo,
otro grupo de ratones Pax5*-y WT nacieron y se mantuvieron hasta los 2 meses de edad
en condiciones SPF, momento en el cual fueron trasladados a una instalacion

convencional de exposicién a las infecciones (este grupo se denomina “grupo de
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exposiciéon tardia”) (Figura 20). El estado microbioldgico en la instalaciéon convencional

se definié y controld durante 2 afios (ANEXO 2).
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Figura 20. Disefio experimental del estudio del entrenamiento inmune en ratones Pax5+*-. Las hembras de ratén del
"grupo de exposicion temprana" quedaron prefiadas en una instalacion convencional (CF) donde estdn expuestas a
infecciones comunes durante toda su vida, y las crias nacidas se mantuvieron en estas condiciones durante toda su
vida. Las hembras del grupo de "exposicion tardia" quedaron prefiadas en condiciones SPF, y las crias se mantuvieron
en SPF hasta el mes de edad, cuando se trasladaron a las instalaciones convencionales. Los ratones fueron controlados
periodicamente. El punto final se establecio a los 2 afios de edad (22-24 meses) o cuando los ratones mostraron signos
de enfermedad (signos clinicos o presencia de blastos en sangre periférica). Los animales fueron sacrificados y se
analizaron los tejidos hematopoyéticos y no hematopoyéticos. E: periodo embrionario; PN: periodo postnatal; SPF:
libre de patégenos especificos.

Bajo estas condiciones, en el grupo de exposicién temprana se observé un desarrollo
de la LLA-B en el 25% (7 de 28) de los animales Pax5*-, pero no en los ratones WT (Figura
21A), datos que se asemejan mucho a la penetrancia de LLA-B tanto en el grupo de
exposicién tardia®® como en las familias con la mutacién heterocigota PAX5
€.547G>A14115116 | 3 aparicidn de la leucemia en el grupo de exposiciéon temprana a las
infecciones se produjo entre los 9 y los 17 meses de edad, de forma similar al grupo de
exposicién tardia® y con el mismo fenotipo leucémico (Figura 21B). Por lo tanto, estos
resultados indican que el momento de la infeccion no afecta al desarrollo de la leucemia
en el modelo Pax5%"y que la presencia de un estrés inmunitario (el alojamiento en una

instalacion convencional) es el acontecimiento desencadenante.

No obstante, todavia era una incégnita si los mecanismos que provocaban la
susceptibilidad a la LLA-B en los ratones Pax5*~ sometidos a una exposicién temprana a
las infecciones eran similares a los que provocaban la LLA-B en el grupo Pax5* de

exposicion tardia. Se estudiaron las células B presentes en los ratones Pax5%- expuestos

70



RESULTADOS

de manera temprana a las infecciones y se observd una cantidad significativamente
reducida de células B totales en la sangre periférica en comparacidon con las que
presentaban los ratones WT en las mismas condiciones (Figura 22). Esta disminucion de
las células B en la SP fue similar a la observaba en el grupo de ratones Pax5*- de
exposiciéon tardia (Figura 22). De esta manera, la reduccién del porcentaje de células B
en SP es debida a la alteracién genética, ratones Pax5*~ con predisposicion a la LLA-B en

este caso, y no al momento en el que estos animales han sido expuestos al estimulo

infeccioso.
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Figura 21. La exposicion temprana a la infeccion promueve el desarrollo de la leucemia linfobldstica aguda de
células B precursoras en ratones Pax5*/-. A) Curva de supervivencia especifica de la LLA-B en los animales Pax5*-
nacidos y mantenidos en CF (rojo, n=28) en comparacion con los ratones de control WT (negro, n=21) mostrando una
esperanza de vida significativamente mds corta (p-valor=0,0151). La curva de supervivencia especifica de la LLA-B del
grupo de exposicién temprana Pax5*- (rojo, n=28) en comparacidn con el grupo de exposicién tardia Pax5*- (azul,
n=41) muestra una esperanza de vida similar (p-valor=0,5491) (panel derecho). B) Andlisis de citometria de flujo de
poblaciones hematopoyéticas en ratones enfermos Pax5*- de exposicién temprana. Los grdficos que representan las
poblaciones celulares de la médula dsea y la sangre periférica muestran una acumulacion de blastos B en los ratones
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Pax5*- expuestos de manera temprana (n=7, edad: 9-17 meses) en comparacion con los ratones WT de control de la
misma edad (n=4, edad: 8-16 meses). Los ratones Pax5*- de exposicién temprana muestran un fenotipo inmunitario
similar al de los ratones Pax5*- expuestos tardiamente (n=9, edad: 6-16 meses).

A continuacion, se llevod a cabo la secuenciacién del exoma completo (WES, de sus
siglas en inglés whole exome sequencing) de 4 tumores de ratones Pax5* de exposicion
temprana a la infeccion con el fin de identificar los eventos secundarios adquiridos
somaticamente y que conducen al desarrollo de la leucemia. De forma similar a las
leucemias que presentan los ratones Pax5*- de exposicién tardia, los tumores de los
ratones expuestos tempranamente mostraron mutaciones recurrentes que afectaban al
alelo Pax5 WT restante, como la mutacidn Pax5”%% que estaba presente en 2 de las 4
leucemias analizadas (Tabla 1 y ANEXO 3). Ademads, la mutacion Jak137V también
aparecié en una de las muestras leucémicas, resaltando de nuevo la importancia de la
via de sefializacidn JAK/STAT en las leucemias Pax5*-, como se habia demostrado
anteriormente con las mutaciones Jak1 y Jak3 en las leucemias de los ratones Pax5*de
exposicién tardia a la infeccidn?1'2. Curiosamente, 2 de los 4 tumores analizados
presentaban mutaciones somaticas que afectaban a la via RAS-RAF-MEK-ERK (Nras®13P
y Kras?1H) (Tabla 1 y ANEXO 3). Las mutaciones somaticas que desregulan esta via de
sefializacion constituyen una de las aberraciones genéticas mas comunes en la LLA-B

infantil humanal’.

En resumen, se han obtenido pruebas in vivo que demuestran que los ratones Pax5*/-
expuestos a infecciones en etapas tempranas de la vida desarrollan leucemia con una
incidencia, latencia y caracteristicas moleculares similares a las de los ratones Pax5*
expuestos en etapas posteriores de la vida. Ademas, estos resultados muestran que el
entrenamiento inmunitario mediante la exposicién temprana a las infecciones no tiene
un efecto protector contra la conversion de células preleucémicas a leucémicas en los
ratones heterocigotos para una mutacién de Pax5 en la linea germinal. Estos hallazgos
sugieren un defecto celular auténomo dentro de las células preleucémicas Pax5*"y
refuerzan aun mas la vision de la variacidn etiolégica en el desarrollo de la leucemia

entre los diferentes subtipos moleculares de LLA-B.
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Figura 22. Disminucion de células B presentes en la SP de ratones Pax5*/-. Porcentaje de células B en sangre periférica
(B220*IgM*/) en diferentes puntos temporales en ratones Pax5*/- de exposicién temprana (n=19-28) comparados con
ratones WT de exposicion temprana (n=19-21), ratones Pax5*- de exposicion tardia (n=25-34) y ratones WT de
exposicion tardia (n=18-23) analizados por citometria de flujo. Las barras de error representan la desviacion estdndar.
Los p-valores corresponden a los obtenidos por un test t no pareado.

Tabla 1. Mutaciones secundarias en ratones Pax5*/- portadores de tumores expuestos tempranamente a la
infeccion. Se realizé la secuenciacién del exoma completo de 4 tumores de exposicién temprana de ratones Pax5* y
de la linea germinal correspondiente en una plataforma HiSeq 2500 (Illumina). El ADN de los tumores de exposicion
temprana Pax5*procedia de la médula ésea leucémica, mientras que se utilizé como material de referencia de la linea
germinal el ADN de la cola del ratén. Del mismo modo que las leucemias Pax5*- del grupo de exposicién tardia, los
tumores Pax5*/- de exposicién temprana mostraron mutaciones recurrentes que afectaban al alelo Pax5 WT restante,
con la mutacidn Pax5P89R presente en 2 de las 4 leucemias analizadas. Todas las variantes encontradas por WES fueron
confirmadas por secuenciacion Sanger.

Numero de .. Mutacion .. Mutacién
proyecto de el Fenotipo W= JAK3 R Pax5 Otras
i . ID enfermedad JAK3 en , Pax5 en el L .
secuenciacion . cD19 . homéloga homéloga mutaciones
del ratén ratén alelo WT
de ADN en humano en humano
1 123BM R324 104 CD19- - - - - -
meses
12,03
2 141BM R330 CD19+ - - P8OR P8OR Kras Q61H
meses
CcD19
3 157BM T830 9 meses bajo - - P8OR P8OR Jak1 F837V
4 158T RO17 17,23 CD19- - - - - Nras G13D
meses

73



RESULTADOS

2.3. El estrés inmunoldgico disminuye la expresion de Myd88 en células

preleucémicas Pax5*".

Como se ha mencionado anteriormente, la inmunidad innata desempefia un papel
fundamental en la evolucién de aquellos canceres que tienen una asociacién causal
demostrada con la infeccién®. De hecho, se ha observado que, en los canceres
desencadenados por infecciones, los TLRs desempefian un papel fundamental en la
modulacion de las respuestas celulares inhibidoras y promotoras de tumores, tanto a
nivel de las células inmunitarias del microambiente tumoral como actuando

directamente sobre las propias células cancerosas®®.

Para dilucidar si la sefializacién de los TLRs es necesaria en la evolucion clonal de las
células B premalignas en aquellas leucemias asociadas a la infeccidn, se realizé un
anadlisis mediante PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain
reaction) de los genes implicados en la via de sefalizacion de los TLRs. Para ello se
utilizaron precursores de células B aislados de la médula 6sea (MO) de ratones Pax5*"y
WT mantenidos tanto en condiciones SPF como expuestos a las infecciones comunes
durante 3 y 6 meses. Como se habfa demostrado anteriormente, los ratones Pax5*~ sélo
desarrollaron LLA-B bajo la exposicion a la infeccion?®. El andlisis de la via de sefializacion
TLR en las células B precursoras preleucémicas de estos ratones Pax5*" que habian
desarrollado la leucemia, reveld una disminucidn de la expresién de los adaptadores

Myd88 vy Tirap, asi como del factor de transcripcién Nfkbla (Figura 23A).
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Figura 23. Perfil del andlisis mediante PCR de la via de seiializacion de los TLRs de raton. A) Se evaluaron mediante
un array de la via de sefializacién de los TLRs las células proB (B220%9%° IgM-) aisladas de la MO de ratones WT (n=4),
ratones sanos Pax5*- (n=4) y ratones Pax5*- leucémicos (n= 2) expuestos a diferentes ambientes (SPF, instalacion libre
de patdégenos y CF, instalacién convencional). B) Mismo andlisis que el anterior, pero en esta ocasion con células proB
(B220b%0 |gMI-) aisladas de la MO de ratones WT (n=4) y ratones Scal-ETV6-RUNX1 sanos (n=4) expuestos a diferentes
contextos ambientales (instalacion SPF y CF). Los datos se representan como expresion relativa (2-AAACt) utilizan el
método comparativo CT. Los p-valores se calculan a partir de una prueba t de Student de los valores 2( Delta CT)
replicados para cada gen.

Ademas, para confirmar los resultados observados con el array de los TLRs, también
se llevé a cabo una PCR cuantitativa en tiempo real, especifica para Myd88, con la que
se observé que un porcentaje proximo al 30% (1 de 3) de los ratones Pax5*- presentaban
bajos niveles de expresion de Myd88 en las células B preleucémicas. Este dato resulta
interesante ya que este porcentaje se asemeja al 22% de incidencia de LLA-B que
previamente se habia visto en los ratones Pax5%-2%, sugiriendo que las células que ven
reducidos sus niveles de Myd88 son aquellas que posteriormente se transforman en
leucémicas (Figura 24). Curiosamente, al realizar este mismo analisis de la expresion de
Myd88 en las células B preleucémicas de ratones Pax5*, pero en esta ocasion, tratados
con antibidticos, se observé una reduccidn significativa y homogénea de la expresiéon de
Myd88, siendo estos niveles de Myd88 similares a los que presentan las células B
leucémicas de ratones Pax5* tratados también con antibidticos (Figura 24). De esta
manera, se confirma el hecho de que tanto las células preleucémicas como las propias

células ya leucémicas presentan bajos niveles de expresion de Myd88.
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Figura 24. El estrés inmunolégico mediado por la exposicién a infecciones comunes o por el tratamiento con
antibiéticos disminuye la expresién de Myd88 en células preleucémicas Pax5*-. Cuantificacién por PCR en tiempo
real (g-PCR) de los niveles de expresion de Myd88 en células proB Pax5*- preleucémicas y leucémicas. Muestras
preleucémicas: células proB (B220° |gM-) aisladas de MO de ratones WT de 3 meses de edad (n=5), Pax5*- (n=3) y
Pax5*- tratados con antibidticos (Abx) durante 8 semanas (n=3). Muestras leucémicas: células leucémicas de la MO
de ratones Pax5* tratados con Abx durante 8 semanas (n=3) y ratones Pax5*;Myd88*/- (n=3). Todos los ratones
analizados por g-PCR fueron expuestos a infecciones. La médula ésea total de los ratones Myd887- se utilizé6 como
control negativo. (*** p-valor<0,0001; ** p-valor=0,0014).

Como se ha mencionado previamente, los genotipos Pax5*- y ETV6-RUNX1 son
modelos caracteristicos de leucemias asociadas a la infeccion. Por ello, también se
estudio la expresion de Myd88 en ratones Scal-ETV6-RUNXI. El analisis revel que, igual
que en el caso anterior con los ratones Pax5*-, también se producia una disminucién de
la expresion de Myd88 en las células B preleucémicas de la médula ésea (Figura 23B).
Cabe destacar que también se observaron niveles reducidos de la expresion de Myd88
en células leucémicas humanas ETV6-RUNX1+ en comparacion con las células de médula

Osea de donantes sanos (Figura 25).

Estos resultados reflejan que la induccidn de un estado leucémico se asocia con una
disminucion de la expresion de Myd88 en las células B progenitoras tanto humanas

como de ratoén.
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Figura 25. La expresion de MYD88 estd disminuida en las leucemias humanas ETV6-RUNX1+. Utilizando la
plataforma de andlisis y visualizacion genémica R2 (http://r2.amc.nl) se analizé la expresion génica de MYD88 en
muestras leucémicas humanas de MO ETV6-RUNX1+ (n=57) y en muestras de MO sana (n=71) del conjunto de datos
MILE (Microarray Innovations in LEukemia) disponible en dicha plataforma18, El p-valor = 6.18e-13. "x" representa un
valor atipico.
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2.4. La reduccion en la expresion de Myd88 aumenta la incidencia de

LLA-B en ratones Pax5*" expuestos a infecciones comunes.

Dada la reduccidon en la expresion de Myd88 observada tanto en las células
preleucémicas como en las leucémicas de los ratones ETV6-RUNX1 y Pax5*, a
continuacion, se quiso comprobar directamente la necesidad de Myd88 en el desarrollo
de la LLA-B. En primer lugar, se disminuyd la expresiéon de Myd88 generando ratones
Pax5*-;Myd88*/- para comprobar si dichos ratones eran mas propensos a desarrollar
LLA-B asociada a la infeccién que los ratones Pax5*". Los ratones Pax5*;Myd88*/ fueron
expuestos a infecciones comunes y se monitorizaron para detectar cualquier signo de

enfermedad.

Los resultados mostraron que el desarrollo de la LLA-B era significativamente mayor
en los ratones Pax5*";Myd88*, en los que el 64% (16 de 25) terminaron desarrollando
leucemia (Figura 26A), muy similar a la incidencia presentada por los ratones Pax5*/"
tratados con antibidticos donde la incidencia era del 63%32. La aparicion de la leucemia
en estos ratones Pax5%;Myd88*~ se produjo entre los 7 y los 20 meses de edad (Figura
26A), de forma también andloga al grupo de ratones Pax5*-. Ademas, se observé que
un 62,5% (5 de 8) de los ratones Pax5*;Myd88*- desarrollaron LLA-B en ausencia de
exposicion a la infeccidn, condicién en la que los ratones Pax5*~ nunca presentan la
enfermedad?® (Figura 26B). Este hecho permitié confirmar el papel critico que tiene la
disminucion de la expresion de Myd88 en el desarrollo de la LLA-B en los ratones Pax5*"
. Entodos estos casos, la caracterizacién de las leucemias de los ratones Pax5*/;Myd88*"
mostraron que eran fenotipicamente similares a las que aparecen en el grupo de los

Pax5*- (Figura 27A-B).
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Figura 26. Supervivencia especifica de la LLA-B en ratones Pax5*- y Pax5*-;Myd88*/-. A) Se representa la
supervivencia especifica de leucemia de los siguientes genotipos expuestos a infecciones: Pax5*- (linea azul, n=41);
Pax5*-;Myd88* (linea verde, n=30); y WT (linea negra, n=23). p-valor = 0,0178 en la prueba de Mantel-Cox al
comparar ratones Pax5*- con ratones WT; p-valor <0,0001 al comparar ratones Pax5*-;Myd88*/- con ratones WT; y p-
valor = 0,0092 cuando se comparan ratones Pax5*/ frente a ratones Pax5*;Myd88*-. B) Se representa la
supervivencia especifica de leucemia de los siguientes genotipos en ausencia de exposicion a infecciones: Pax5*";
Myd88*~ (linea azul, n=8); Pax5*- (linea roja, n=26); y WT (linea negra, n=24). p-valor <0,0001 en la prueba de Mantel-
Cox al comparar ratones Pax5*-;Myd88*-y Pax5*/-.

Para explorar la relevancia que tienen estos hallazgos previos de modelos murinos
en la leucemia humana, se comparé el perfil de expresién de las leucemias de ratones
Pax5*-;Myd88*/- con las células tumorales de pacientes con LLA-B119120121 Mediante el
anadlisis de la expresidon génica con microarrays de ARN se identificaron genes
expresados diferencialmente (n=2463) en la MO de ratones Pax5*;Myd88*/- leucémicos
en comparacion con las células B precursoras presentes en la MO de ratones WT (Figura
28A). Cuando se compararon con firmas previamente definidas obtenidas a partir del
analisis de leucemias humanas, estos genes expresados de forma diferencial en los
ratones estaban enriquecidos en perfiles de expresidn especificos de las LLA-B
humanas!!®120122 |0 que pone de manifiesto las similitudes entre las leucemias
humanas y murinas (Figura 28B). No obstante y como era de esperar, se observo que las
leucemias de los ratones Pax5*;Myd88*- mostraban un patrén de expresién génica

especifico (Figura 29A-B).
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Anélisis FACs de un ratén enfermo Pax5*;Myd88*

LLA-B Sano LLA-B Sano

IgMe B220+
8220 Ights 593
120

Sangre
periférica

osea

-

Médula

Bazo

Nédulos
linféticos

CD19

Placas de Bazo

Nodulos
linfaticos

Figura 27. Ejemplo de LLA-B en un ratén Pax5*-;Myd88*-. A) Andlisis de citometria de flujo que muestra la
acumulacion de células bldsticas (B220* IgM- CD19°) en sangre periférica, médula dsea, bazo y nddulos linfaticos en
un ratdén leucémico Pax5*-;Myd88*- (W182). Se compara con un ratén Pax5*-;Myd88*- sano de la misma edad
(M706), ambos expuestos a infecciones comunes. B) Tincién con hematoxilina y eosina de ratones Pax5*/;Myd88*/-
portadores de tumores que muestran células bldsticas infiltrantes en el bazo, placas de Peyer y ganglios linfdticos, en
comparacion con un raton WT de la misma edad. Se aprecia pérdida de la arquitectura normal por infiltracion de
células leucémicas. En cada caso se indican los aumentos y la barra de escala correspondiente.
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A continuacion, se quisieron identificar los eventos secundarios que se adquieren
somaticamente y que conducen al desarrollo de la LLA-B en los ratones Pax5*";Myd88*
. Para ello, se realizo la secuenciacion completa del genoma (WGS, de sus siglas en inglés
whole genome sequencing) de 8 muestras de ADN tumoral (médula ésea o nddulos
linfaticos), asi como de sus correspondientes muestras de ADN control obtenidas de la
linea germinal de la cola de los ratones Pax5*-;Myd88*-. El porcentaje de células

leucémicas en las muestras secuenciadas oscild entre el 88,1% y el 98,7%.

Los resultados permitieron identificar varias mutaciones recurrentes adquiridas
somaticamente y variaciones en el niumero de copias que afectaban a factores de
transcripcion de las células B en los ratones Pax5*-;Myd88*- enfermos (Figura 30 y
ANEXO 4). Ademas, se detectaron mutaciones recurrentes que afectaban a las vias de
sefalizacion de JAK/STAT y RAS (Figura 30), similares a las identificadas en las leucemias

murinas Pax5*/-25100.112 y en |as muestras de LLA-B humanas.

Asi pues, los impulsores de la LLA-B asociada a la infeccion son parecidos tanto en
las células leucémicas Pax5*";Myd88*- como en las Pax5*". Estas observaciones revelan
que la reduccién de Myd88 aumenta la incidencia de la leucemia y lo hace con un perfil

genético similar al de las leucemias observadas en los ratones Pax5*-.
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Figura 28. Andlisis de la expresién génica de ratones leucémicos Pax5*-;Myd88*/-. A) Heatmap no supervisado que
muestra los genes expresados diferencialmente (n=2463) entre células leucémicas de ratones Pax5*;Myd88*- (n=6)
y células proB y preB de ratones WT (n=4). El andlisis de significacion de los microarrays se definio por un p-valor <
0,05 y un cambio de expresion: FC< -2 o FC> 2. (FC, del inglés fold change.) B) GSEA que muestra que las células
leucémicas Pax5*;Myd88*/- de ratones enfermos estdn enriquecidas en conjuntos de genes especificos de LLA-B
humanas. El andlisis de enriquecimiento se realizo utilizando conjuntos de genes de firmas de expresion génica
descritos como infraexpresados o sobreexpresados especificamente en la LLA-B humana1%120.122_ | os conjuntos de
genes mostrados estdn significativamente enriquecidos con un p-valor < 1%.
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Figura 29. Andlisis de expresién génica comparando muestras de ratones leucémicos Pax5*/-;Myd88*/- con ratones
leucémicos Pax5+*/-. A) Heatmap no supervisado que muestra los genes expresados diferencialmente (n=1385) entre
las células leucémicas de ratones Pax5*;Myd88*- (n=6) y las células leucémicas de ratones Pax5*- (n=6). El andlisis
de significacion de los microarrays se definié por un p-valor <0,05 y un cambio de expresion: FC< -2 o FC> 2. (FC: fold
change). B) GSEA que muestra que las células leucémicas Pax5* de ratones enfermos estdn enriquecidas en conjuntos
de genes especificos de LLA-B humanas que no estdn enriquecidos en ratones leucémicos Pax5*;Myd88*/-.
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Mutaciones somaticas en leucemias
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Figura 30. Secuenciacién del genoma completo en LLA-B de ratones Pax5+*/-;Myd88*/~. OncoPrint de las mutaciones
somdticas de un solo nucledtido y alteraciones del numero de copias encontradas en la secuenciacion del genoma
completo de las 8 muestras de leucemia analizadas. El ADN tumoral se obtuvo a partir de la médula dsea o de los
nddulos linfdticos leucémicos completos, mientras que el ADN de la cola del ratén correspondiente se utilizé como
material de la linea germinal de referencia. En la parte inferior se muestra el cddigo identificativo de cada columna.
Las alteraciones somdticas se agrupan por genes, ordenados por nombre en la parte izquierda de la figura. En la
columna de la izquierda se muestran los genes que se han descrito como mutaciones secundarias en leucemias
humanas o de raton, y coloreados en rojo los hotspot (del inglés, puntos calientes, los sitios del gen mds
frecuentemente mutados) de los distintos genes. En la columna de la derecha se muestra un mapa de puntos que
representa la media de la fraccion de alelos con la variante tumoral de cada mutacion encontrada (VAF, de las siglas
en inglés variant allele fraction). En la leyenda se muestra el color que identifica cada tipo de mutacion encontrada;
SNV se refiere a mutaciones de nucledtido unico (del inglés, single nucleotide variation).

2.5. Las células B precursoras de Pax5";Myd88*" presentan un perfil

transcripcional inflamatorio.

Hasta ahora, en este trabajo se ha descrito cémo las células B preleucémicas Pax5*
expuestas a un estrés inmunoldgico, bien infecciones o bien un tratamiento con
antibidticos, sufren una reduccién en la expresion de Myd88, la cual provoca un
aumento en la incidencia de la LLA-B en los ratones Pax5*-. A continuacién, se quiso

explorar la funcién de esta disminucién en la expresion de Myd88 mediante la
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comparacion entre los perfiles transcripcionales de las células B precursoras

preleucémicas de los ratones Pax5*;Myd88*" y las de los Pax5* (Figura 31A-E).
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Figura 31. Andlisis de la expresién génica de células proB sanas de ratones WT, Pax5+*/-, Pax5*/;;Myd88*/- y Pax5*/
;Myd887-. A) Heatmap no supervisado que muestra los genes expresados diferencialmente (n=265) entre células proB
sanas de ratones Pax5*- (n=4) y ratones WT (n=4). B) Heatmap no supervisado que muestra los genes expresados
diferencialmente (n=237) entre células proB sanas de ratones Pax5*/;Myd88*/- (n=4) y ratones Pax5*- (n=4). C)
Heatmap no supervisado que muestra los genes expresados diferencialmente (n=327) entre células proB sanas de
ratones Pax5*;Myd88*/- (n=4) y ratones WT (n=4). D) Heatmap no supervisado que muestra los genes expresados
diferencialmente (n=325) entre células proB sanas de ratones Pax5*;Myd887- (n=4) y ratones Pax5*- (n=4). E)
Heatmap no supervisado que muestra los genes expresados diferencialmente (n=349) entre células proB sanas de
ratones Pax5*;Myd887- (n=4) y ratones WT (n=4). El andlisis de significacién de los microarrays se definié por un P-
valor <0,05 y un cambio de expresion: FC< -2 o FC> 2 (FC, fold change).

Se llevd a cabo un analisis de enriquecimiento de un conjunto de genes (GSEA, del
inglés Gene Set Enrichment Analysis) y se vio que la disminucidén de la expresion de
Myd88 en las células B precursoras preleucémicas Pax5*- aumentaba la expresion de
genes implicados en la activacion de efectores de sefializacion (por ejemplo, Notch, de
la apoptosis y la sefalizacién IL2-STAT5) asociados a la proliferacién y a la supervivencia
celular (Figura 32). Los genes implicados en la sefializacion de TNFa (factor de necrosis
tumoral a) a través de NFkB, asi como en la respuesta de interferén-a e interferén-y

también aumentaron su expresién en las células B preleucémicas Pax5*~ (Figura 32).
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Figura 32. Andlisis del enriquecimiento de la expresion de genes implicados en distintas vias de seializacion. Se
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representan los grdficos GSEAs que muestran que los 8 conjuntos de genes que participan en la via de respuesta del
interferon-a; en la via sefializacion de TNFa a través de NFkB; en la respuesta del interferdn-y; en la via de sefializacion
de Notch; en la via de sefializacion IL2-STAT5; en la via de respuesta inflamatoria; en la via de apoptosis; y en la

respuesta a proteinas desplegadas, estan significativamente enriquecidos con un p-valor nominal < 1% en las células

proB de ratones Pax5*/;Myd88*/- sanos. El andlisis de enriquecimiento se realizé utilizando la coleccién de sellos
distintivos de “Molecular Signatures Database” (MSigDB)1%3.

También se observé que las células proB Pax5*;Myd88*- estaban enriquecidas en

genes especificos de los estadios de desarrollo de células B foliculares y células preB

murinas (Figura 33A). Curiosamente, la disminucién de la expresion de Myd88 en las

células proB de

ratones Pax5'- exacerbd el

nimero de genes expresados

diferencialmente que estan regulados por Pax5*, como Cd19, Slamf6, Bst1, Foxol o

Bcar3 (Figura 33B).
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Figura 33. Impacto de la disminucion de la expresion de Myd88 en la expresién génica de las células proB Pax5*/-
sanas. A) Se representan los grdficos GSEAs que muestran los estadios de desarrollo de las células B murinas
enriquecidos en las células proB de ratones sanos Pax5*/-;Myd88*/. Se evaluaron 16 estadios de desarrollo diferentes
y se extrajeron conjuntos de genes de Green et al*?*. B) GSEAs que muestran que los genes regulados por Pax5 estdn
mds enriquecidos en células proB de ratones Pax5*-;Myd88+*- sanos que en células proB de ratones Pax5*- sanos. Los
conjuntos de genes se extrajeron de Revilla et al*?>. y Schebesta et al'?6, (BLP: progenitores linfoides con predisposicion
a células B; ALP: progenitores totalmente linfoides; MATB: células B maduras). Los conjuntos de genes mostrados
estdn significativamente enriquecidos con un p-valor < 1%.

Es importante destacar que este perfil transcripcional inflamatorio no esta presente
con la pérdida completa de Myd88 en las células proB Pax5*-, estando por tanto
asociado a niveles intermedios, pero no nulos, de expresién de Myd88 (Figura 34). Estos
resultados sugieren que la sefalizacidn dependiente de Myd88 estd hiperactivada en las
células Pax5*-, debido a que dichas células presentan defectos a la hora de
sobreexpresar a los inhibidores de la via de sefializacion Myd88-NFkB (Figura 32). Esto
estd en concordancia con estudios previos que muestran que la deficiencia de Myd88
produce cambios especificos de tejido en la induccidon de citoquinas y en la
inflamacion?’. Ademas, estos resultados concuerdan con trabajos previos in vitro que

revelan que las citoquinas proinflamatorias como IL6, IL-1B, TNFa'?® o la sefializacion
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dependiente de TGF-B (factor de crecimiento transformante beta)'?®13° promueven la

transformacién maligna de las células B preleucémicas.
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Figura 34. Impacto de la eliminaciéon de Myd88 en la expresion génica de las células proB de ratones Pax5*/- sanos.
Grdficos GSEA que muestran los 9 conjuntos de genes que estdn significativamente enriquecidos con un p-valor < 1%
en las células proB de ratones Pax5*;Myd88/- sanos. El andlisis de enriquecimiento se realizé utilizando la coleccién
de hallmarks de “Molecular Signatures Database” (MSigDB)'31.
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DISCUSION

1. El estrés inmunoldgico no tiene un papel promotor de la

leucemia vinculada a la predisposicidon genética del gen ETV6.

Desde hace algunos afios se sabe que la interaccién entre genes y ambiente estd
ligada al desarrollo de la LLA-B infantil?>2, Las alteraciones genéticas que conducen a la
aparicion de un clon preleucémico son multiples y algunas de ellas ya han sido descritas,
como las alteraciones estructurales en el gen PAX5 vy la traslocacién ETV6-RUNX1%>28,
Ademas, estudios recientes han descrito mutaciones germinales en el gen ETV6 en
familias que presentan predisposicion a la LLA’®72, Sélo el 25-30% de los portadores de
las mutaciones en dicho gen terminan desarrollando la leucemia, por lo que,
basandonos una vez mas en la teoria de los dos eventos, son necesarias alteraciones
somaticas secundarias las que den lugar a la enfermedad. De modo que es posible que
el desarrollo de la LLA-B vinculada a la predisposicién genética asociada al gen ETV6 esté
mediado por un estrés inmunolégico como ocurre con otros genes de susceptibilidad

(PAX5 o ETV6-RUNX1).

En este trabajo hemos explorado la posibilidad de que el estrés inmunolégico
promueva el desarrollo de la LLA-B en individuos predispuestos portadores de la
mutacion p.R355X en el gen ETV6. Para ello, hemos usado un modelo de ratén que
mimetiza un escenario de predisposicion a la leucemia como el que se da en humanos.
Nuestros resultados evidencian que la exposicidon a la infeccidon en ratones Etv6R3>>X
genéticamente predispuestos a la leucemia no tiene un efecto promotor de dicha
enfermedad. A pesar de haberse encontrado diferencias en cuanto a los porcentajes de
células B y células T presentes en la sangre periférica de estos ratones respecto a los
ratones WT, estas variaciones no participan o no estan directamente relacionadas con
la progresién de la enfermedad. De modo que, en el caso de la susceptibilidad genética

asociada a ETV6, el inmuno-estrés que supone la exposicién a patdgenos comunes no
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consigue promover mutaciones secundarias que permitan la conversion del clon

preleucémico.

Los resultados relacionados con el estudio del microbioma en los ratones Etv6R3>>X
indican que un tratamiento transitorio con antibiéticos si consigue el efecto deseado de
la deplecidn bacteriana en el intestino de estos animales. Sin embargo, no se puede
considerar este inmuno-estrés como responsable de la aparicién de la posible leucemia,
ya que estos mismos ratones Etv6F3>°X también presentan patologias similares en
ausencia de los antibidticos, ambos en condiciones SPF. No obstante, debemos insistir
en que la aparicidn de estas patologias esta pendiente de catalogar una vez se disponga
de los datos de secuenciacién de las muestras patolégicas. Por lo tanto, de forma
contraria a lo previamente observado con los ratones Pax5*- (donde la alteracién del
microbioma era suficiente para promover la LLA-B, incluso en ausencia de estimulos
infecciosos, hecho que no ocurria sin los antibidticos'?), en el caso de ETV6, un estrés
inmunoldgico como es el uso de antibidticos no es un factor diferencial a la hora de

desencadenar la leucemia en ratones con la predisposicion genética Etv6R3>2X,

Contrariamente a lo que siempre se ha postulado en el campo de la LLA-B infantil,
nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una relacidn especifica entre
las alteraciones genéticas y el inmuno-estrés que puede desencadenar la
transformaciéon maligna, ya que existe una gran variabilidad en este sentido en la que
cada estrés inmunoldgico puede afectar o no a cada predisposicién genética. De este
modo, el estudio de la compleja interaccion que se da entre los subtipos genéticos y los
factores ambientales que impulsan el desarrollo de la LLA-B infantil, puede ayudar a la
identificacidn de dianas terapéuticas para reducir el impacto del estrés inmunitario en

portadores predispuestos.

Como ya se ha mencionado, para catalogar los casos de leucemia de los ratones
Etv6r3>>X es necesario llevar a cabo la identificacién de los eventos secundarios que se
adquieren somaticamente y que conducen al desarrollo de la LLA. Para ello se requiere
secuenciar el genoma completo de las muestras de ADN tumoral y compararlos con sus
correspondientes muestras de ADN control obtenidas de la linea germinal de la cola de

dichos ratones. Este es un proceso largo por lo que actualmente no se dispone de los
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resultados de la secuenciacidn, pero estamos a la espera de ellos para confirmar asi la
aparicion de la leucemia en los ratones Etv6”3>>X, Todo parece sugerir que si son casos
de leucemia, ya que tanto la edad de aparicion de ésta (latencia larga entre los 15 y los
22 meses) como el fenotipo de las células tumorales (B220b2° CD19*/%2° |gM-) llevan a
pensar que estas leucemias de los ratones Etv6F3>>X son similares a las que presentan los

ratones con la fusion ETV6-RUNX1.

Es por todo esto por lo que se puede concluir que los estreses inmunoldgicos
ensayados en este trabajo no tienen un papel promotor de la leucemia vinculada a la
predisposicién genética del gen ETV6. Asimismo, cuando los ratones Etv6R3>°X son
expuestos a radiaciones de baja intensidad (2 Gys), tampoco generan LLA-B, aunque este
mismo estrés inmunoldgico la promueve en ratones Pax5*~ y Scal-ETV6-RUNX1. Esto
lleva a pensar que deben existir otros factores que sean capaces de promover las
mutaciones secundarias que conducen al desarrollo de una leucemia completa en la

susceptibilidad conferida por alteraciones en el gen ETV6.

Ademas, seria interesante estudiar si pudiera darse el caso de que el modelo de
susceptibilidad genética Etv6"3>>X siguiese un modelo de tres eventos en el que ademas
de la propia mutacién puntual en el gen ETV6, fuera necesaria la cooperacion con otra
mutacion genética. En este sentido, estudios previos han publicado que las LLA-B
diploides asociadas a ETV6 presentan la delecidon de PAX5 con una frecuencia del 30%8°.
Dado que se conoce que los ratones Pax5*- desarrollan LLA-B en condiciones de
exposicidn a la infeccidn con un porcentaje préoximo al 22%, seria necesario explorar la
incidencia de leucemia en un modelo murino Etv6?f3*>%;Pax5*- con exposicién a
patdégenos comunes. De esta manera, se esperaria que la cooperacién de ambas
mutaciones junto a la presencia de un inmuno-estrés como es la infeccion, aumentara
laincidencia de la leucemia en este nuevo modelo de estudio de predisposiciéon genética

a la enfermedad.

Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia de descifrar los mecanismos
moleculares que tienen lugar cuando la respuesta inmunitaria se desregula tras la
exposicidon a factores ambientales provocando la aparicién de la leucemia. El hecho de

no conocer estas vias moleculares imposibilita el disefio de un plan de ataque para

93



DISCUSION

impedir la transformacion maligna del clon preleucémico. Los nuevos objetivos que se
plantean para un futuro proximo pasan por explorar otras vias frecuentemente
alteradas, comprender nuevos mecanismos de evasién inmune, asi como tratar de

trasladar todo este conocimiento a la clinica.

2. El estrés inmune suprime la sefalizacion de la inmunidad
innata en las células B precursoras preleucémicas para causar

leucemia.

Desde hace varias décadas, los datos epidemioldgicos han respaldado la asociacion
entre la incidencia de la LLA-B y los distintos factores de estrés; sin embargo, hasta hace
poco, no existian modelos experimentales capaces de proporcionar una explicacidon
bioldgica adecuada para estos hallazgos?>2610086112 Fn este trabajo se han utilizado
modelos animales para aportar pruebas que demuestran que la disbiosis del
microbioma intestinal es una caracteristica universal de todas las condiciones genéticas
preleucémicas analizadas. Sin embargo, la alteracién del microbioma intestinal
mediante la deplecion bacteriana tiene exclusivamente un impacto especifico en el
desarrollo de la LLA-B en ratones Pax5*~ genéticamente predispuestos. Esto pone de
nuevo en relieve la compleja interaccién entre los subtipos genéticos y los factores
ambientales que impulsan el desarrollo de la LLA-B infantil. De hecho, el estudio de la
variacién en la susceptibilidad a la LLA-B por subtipos genéticos ha permitido identificar
por primera vez una heterogeneidad etioldgica en la progresion de la enfermedad entre
los subtipos de LLA-B infantil, como también hemos visto en el estudio de los ratones

EtV6R355X .

Asimismo, los resultados presentados en este trabajo sugieren que el uso de la
microbiota intestinal como diana terapéutica modificable para reducir o abolir el
impacto del estrés inmunitario en portadores predispuestos, podria aplicarse
Unicamente a algunos subtipos genéticos especificos de LLA-B infantil. En concordancia

con este hallazgo, estos estudios muestran que, en ratones Pax5*", el entrenamiento
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inmune por exposicion temprana a la infeccion no tiene un efecto protector contra la
conversion del clon preleucémico en LLA-B. Este hallazgo entra en conflicto con la
hipdtesis de "infeccidn retardada" para este subtipo molecular especifico de LLA-B, y en
su lugar, apoya la teoria de Kinlen de "mezcla de poblaciones". De esta manera, los
resultados aqui presentados refuerzan la nocidon de la variacion etioldgica en el
desarrollo de la LLA-B infantil y la existencia de una interaccién especifica "gen-

ambiente" que desencadena el desarrollo de la LLA-B.

Inesperadamente, los datos mostrados también indican que el desarrollo de la LLA-
B entra en la categoria de canceres asociados con una desregulacién en los mecanismos
moleculares de la inmunidad innata, la cual desempefia un papel clave en la evolucién
clonal de los precursores de células B premalignos hacia la LLA-B como resultado del
estrés inmunitario. La caracterizacion molecular de los reguladores de la inmunidad
innata que promueven la iniciacién de la LLA-B ha permitido la identificacion de Myd88
como un factor clave en este proceso. El aumento de la incidencia de la LLA-B tras la
reduccién de la expresién de Myd88 en el modelo murino Pax5*- de predisposicién a la
leucemia evidencié su papel dependiente de las células B preleucémicas (Figura 35). Se
demostré que la reduccién de expresiéon de Myd88 en dichas células incrementaba la
expresion de genes implicados en la respuesta al interferdn-a, la sefializacion del TNFa
através de NFkp, la respuesta al interferdn-y y la activacidn de efectores de sefializacion
(por ejemplo, Notch, apoptosis y sefializacidn IL2-STAT5) asociados a la proliferacién y
supervivencia celular. Este papel dependiente de la inflamacién de Myd88 en el
desencadenamiento de la LLA-B en células B preleucémicas también se ha demostrado
para otros TLRs en el cdncer®®. La caracterizacion de la sefializacién de la inmunidad
innata dentro de las células B precursoras preleucémicas ha demostrado que no todas
las células preleucémicas son idénticas (Figura 35). Segun lo propuesto, esta variabilidad
podria proporcionar un medio para que las células preleucémicas adapten su
comportamiento a las condiciones ambientales y aprovechen las fluctuaciones
potenciales en la competencia inmunitaria del organismo en condiciones de estrés'®. Se
especula que dicha adaptacidn a las nuevas condiciones podria, a su vez, conducir a una

reprogramacion de las propias células preleucémicas que podria afectar a las moléculas
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inmunitarias (como los TLRs y otras moléculas inmunomoduladoras), favoreciendo la

adquisicion de segundos eventos.

Estrés
inmunolégico

Pax5*"
Pax5*

Pax5*"

Paxs"
Pax5* Mydga 4

Mydgs U, IS
Pax5 p.P8OR
Jak1 p.F837v
Nras p.G13D
Kras p.Q61H

Estrés
Pax5* Pax5* inmunolégico

Pax5*"

P, +/-
Pax5*/¢ o2

Mydss

LLA-B

Figura 35. La supresion de la sefializacion inmunitaria innata por el estrés inmunitario desencadena el desarrollo
de la leucemia a partir de precursores preleucémicos Pax5*-. A) El estrés inmunitario (por ejemplo, exposicién a
infecciones, tratamiento con antibidticos, etc.) puede afectar tanto a portadores sanos como a portadores
preleucémicos Pax5*- por igual, y en ambos puede provocar una reduccion parcial en la expresién de Myd88 en
algunos progenitores de células B. B) Sin embargo, sélo en los progenitores preleucémicos Pax5*- esta disminucidn de
expresion interfiere con la sefializacién inmune innata, de forma que permite la aparicion de mutaciones secundarias
que conducen al desarrollo de la leucemia. La incidencia de LLA-B es directamente proporcional al porcentaje de
células preleucémicas Pax5*- que presentan una reduccidn en la expresion de Myd88.

Los pasos iniciales en el desarrollo de la LLA-B en nifios suelen pasar desapercibidos
y, cuando la enfermedad se hace evidente en el momento del diagnéstico, la
delimitacion de los acontecimientos genéticos consecutivos que conducen
progresivamente a la leucemia se complica debido a la acumulacién de mutaciones
oncogénicas impulsoras y pasajeras. Por lo tanto, la clave para identificar el papel
iniciador de la desregulacién de la inmunidad innata es el estudio de las células
leucémicas en el momento en el que estan apareciendo, con el fin de comprender los
eventos sucesivos que inician la LLA-B impulsada por la infeccién. Este enfoque ha
permitido identificar mecanismos moleculares previamente desconocidos que tienen
lugar en las etapas aun desapercibidas de la formacion de la leucemia de células B

humanas, abriendo asi nuevas oportunidades para el desarrollo de estrategias eficaces
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para la deteccidn precoz y la prevencidn de la LLA-B infantil. En conjunto, estos datos
plantean la posibilidad de que el refuerzo de la inmunidad innata pueda representar una
estrategia viable para la reduccién o prevencidn del riesgo de sufrir LLA-B infantil. Los
resultados presentados en este trabajo también sugieren que la eliminacion de estas
células preleucémicas reprogramadas, o la proteccién contra esta adaptacion
ambiental, podria ayudar a reducir o prevenir el desarrollo leucémico en portadores
genéticamente predispuestos de forma mas eficaz que las estrategias basadas en el
entrenamiento inmunitario general. Del mismo modo, el entrenamiento inmunoldgico
mediante la exposicion temprana a la infeccion no previene a los portadores
preleucémicos Pax5*" frente a la LLA-B. En general, estos hallazgos tienen importantes
implicaciones para la comprensién y el potencial objetivo terapéutico del estado

preleucémico en nifios.
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CONCLUSIONES

1. El estrés inmunoldgico causado por la exposicién a patdgenos comunes en los
ratones Etv6R3>>X genéticamente predispuestos no consigue promover la conversion
del clon preleucémico. Del mismo modo, la alteracidon del microbioma intestinal
como resultado de un tratamiento antibiético tampoco supone un efecto directo
en la génesis de la LLA asociada a este modelo de ratén. En conjunto, estos
resultados sugieren que existe una heterogeneidad etioldgica con respecto al papel
del estrés inmunoldgico en el desarrollo de los diferentes subtipos genéticos de LLA-
B infantil, contrariamente al pensamiento establecido en el campo sobre una

asociaciéon mecdnica subyacente comun entre la infeccion y la LLA-B infantil.

2. El entrenamiento inmune mediante la exposicion temprana a las infecciones no
tiene un efecto protector contra la conversion del clon preleucémico en LLA-B en
los ratones Pax5*". Esto sugiere un defecto celular auténomo dentro de las células
preleucémicas Pax5*"y refuerza alin mas la visién de la variacién etiolédgica en el

desarrollo de la leucemia entre los diferentes subtipos moleculares de LLA-B.

3. El inmuno-estrés disminuye la expresién de Myd88 en las células B preleucémicas
Pax5*- tanto humanas como de ratén. Esta supresion de la sefializacién de la
inmunidad innata provoca un aumento en la incidencia de la LLA-B en estos ratones
genéticamente predispuestos. Estos hallazgos demuestran que el desarrollo de la
LLA-B cae en la categoria de canceres asociados con una desregulacién de los

mecanismos moleculares de la inmunidad innata.
4. En conjunto, los hallazgos obtenidos en este proyecto doctoral tienen implicaciones

importantes para la comprensién y la posible orientacion terapéutica del estado

preleucémico en los nifios.
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1. Modelos animales utilizados en el estudio.

En este estudio se han utilizado varios modelos de ratén descritos ya previamente:
Pax5* 132, Scal-ETV6-RUNX1%°, Scal-Lmo2'° y Scal-BCR-ABLp190'°¢, y finalmente el

modelo de ratén que expresa una mutacién puntual en el gen ETV6 (Etv6/3>>X)0,

a- Modelo de ratén Pax5*/-:

El modelo de ratén Pax5*- fue cedido por el laboratorio de M. Busslinger y su

generacion'3? y caracterizacion?® han sido descritas previamente.
b- Modelo de ratén Scal-ETV6-RUNX1:

El modelo de ratén Scal-ETV6-RUNXI ya ha sido previamente descrito?® . En estos
ratones, la fusion génica ETV6-RUNX1 se encuentra expresada bajo el control del
promotor Scal, especifico de células madre hematopoyéticas. De esta manera, la

expresion de este gen de fusion se encuentra restringida a ese compartimento.

c- Modelo de ratén Scal-Lmo2:

105 En este caso, la

El modelo de ratdn Scal-Lmo2 fue descrito previamente
expresion del gen Lmo2 se encuentra restringida a las células madre hematopoyéticas,

las cuales estan bajo el control del promotor Scal.
d- Modelo de ratéon Sca1-BCR-ABLp190:

El modelo de ratdn Scal-BCR-ABLp190 también ha sido previamente descrito%. En
estos ratones, la fusidn génica BCR-ABL se encuentra expresada bajo el control del
promotor Scal, especifico de células madre hematopoyéticas. De esta manera, la

expresion de este gen de fusion se encuentra restringida a ese compartimento.
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e- Modelo de ratén Pax5*/;Myd88*/-:

Los ratones Pax5% se cruzaron con ratones Myd88* (B6.129P2(SIL)-

Myd88<tm1.1Defr>/J)133 para generar ratones Pax5*;Myd88*".
f- Modelo de raton ETV6ER3>3X:

Estos ratones presentan la mutacién puntual p.Arg355X en el gen ETV6, la cual fue

descrita previamente®°,

Todos los ratones utilizados en este trabajo tienen un fondo genético mixto
C57BL/6Jx CBA.

Todos los experimentos con ratones se realizaron siguiendo la normativa legal
espafiola y europea aplicable, y han sido previamente autorizados por el Comité de
Bioética de la Universidad de Salamanca (USAL) y por el Subcomité de Bioética del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Para la realizacion de este
proyecto obtuve la capacitacién para experimentacion en ciencias del animal de
laboratorio, categorias a, b y ¢, por parte de la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de

la Junta de Castilla y Ledn.

Los animales fueron generados en un animalario libre de patégenos (Animalario
OMG del Centro de Investigacidon del Cancer) y mantenidos en el mismo hasta que
cumplieron un mes de edad. En ese momento, se trasladaron a un animalario
convencional para su exposicién a agentes infecciosos naturales como se ha descrito
previamente?>, Las condiciones del animalario incluian una temperatura de 21°C + 2°C,
humedad del 55% * 10% y un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El acceso

a la comida y la bebida fue ad libitum.

Los animales se revisaron y monitorizaron diariamente, y cuando se detectaron
signos de leucemia, bien clinicamente (letargia, disminucién de la ingesta, pérdida de
peso o inflamacion de los ndédulos linfaticos) o bien por la aparicion de células
leucémicas en los andlisis rutinarios de sangre periférica, el animal fue sacrificado y se
realizaron los procedimientos estdndar de necropsia. Los érganos principales fueron

examinados en el microscopio y muestras representativas de los tejidos se cortaron y
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fijaron. Los andlisis de supervivencia fueron realizados con la prueba estadistica log-rank

(Mantel-Cox) utilizando el programa GraphPad Prism v.8.2.1.

El tamafio de las cohortes fue determinado en base a la literatura que describe la
incidencia de leucemia por exposicion a infeccién?>268632112 y jystificada mediante el
calculo de una estimacidn con una fiabilidad del 90% para poder detectar cambios en la

incidencia de la leucemia.

En todos los experimentos se han utilizado ratones de ambos sexos, excepto para
los analisis de microbioma, en los que solo se usaron animales hembra para evitar el

sesgo por razén de sexo.

2. Genotipado de ratones.

El genotipado de los animales se realizé mediante PCR del ADN total extraido de un

fragmento de cola de los animales.

2.1. Genotipado de los ratones Pax5"".

Para cada ratén se llevaron a cabo dos PCRs en paralelo: una para el alelo WT y otra
para el alelo nulo. Se preparé una mezcla de reaccién que contenia 2,5ul del
oligonucleétido Pax5-1 10uM; 2,5 ul del oligonucledtido Pax5-2 10uM o 2,5ul del
oligonucleétido Pax5-3 10uM; 2,5ul del tampdn comercial (Ref.2900162, 5PRIME); 2,5ul
de dNTPs 2mM; 0,2l de la enzima Taq ADN polimerasa (Ref. 2900163, 5SPRIME); 13,8ul
de agua millipore (MPW, del inglés millipore water) y 1ul de ADN. Se usaron los

siguientes oligos:
Pax5-1: (5'-ACAGTCCCCTTACCCCTTCCCCCAAATGAA-3')
Pax5-2: (5'-GTCCCTCCTAACAAAGTCTCCCTATTCCAC-3')

Pax5-3: (5'-GAGCGAGTAACAACCCGTCGGATTCTCC-3')
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La mezcla de reaccién se amplific6 usando un termociclador de gradiente
(Mastercycler, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 94°C 4 min; (94°C 1 min; 64°C
1 min; 72°C 2 min) x 40 ciclos; 72°C 7 min. El producto de la amplificacién del alelo WT
tenia un tamafio de 693 pares de bases (pb) y el del alelo nulo de 783 pb. Los tamafios

se discriminaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%.

2.2. Genotipado de los ratones Scal-ETV6-RUNX1.

Los ratones Scal-ETV6-RUNX1 se genotiparon mediante PCR de la fusion ETV6-
RUNX1. Para la PCR de ETV6-RUNX1 se prepard una mezcla de reaccién conteniendo
2,5ul del oligo ETV6-RUNX1-F 10uM; 2,5uL del oligo ETV6-RUNX1-B 10uM; 2,5ul de un
buffer comercial (Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5uL dNTPs 2mM; 0,2ulL del enzima Taq ADN
polimerasa (Ref. 2900163, 5PRIME); 13,8uL MPW y 1uL de ADN. Se usaron los siguientes

oligos:
ETV6-RUNX1-F: (5'-GCCCCATGGAGAATAATCACTG-3')
ETV6-RUNX1-B: (5'-GCGTCTCTAGAAGGATTCATTC-3')

La mezcla de reaccién se amplificé usando un termociclador de gradiente
(Mastercycler, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 94°C 10min; (94°C 1min; 54°C
1min; 72°C 1min) x 40 ciclos; 72°C 10min. El producto de la amplificaciéon tenia un
tamafio de 372 pb. El tamafio se discrimind mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

2.3. Genotipado de los ratones Scal-Lmo2.

Para la PCR de Scal-Lmo2 se prepard una mezcla de reaccidén conteniendo 2,5ulL del
oligo Lmo2-F 10uM; 2,5uL del oligo Lmo2-B 10uM; 2,5uL de un buffer comercial (Ref.
2900162, 5PRIME); 2,5uL dNTPs 2mM; 0,2uL del enzima Tag ADN polimerasa (Ref.
2900163, 5PRIME); 13,8uL MPW y 1L de ADN. Se usaron los siguientes oligos:

Lmo2-F: (5'-CCATCGAAAGGAAGAGCCTG-3')
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Lmo2-B: (5'-CTCTCCTGCACAATTTCCGT-3')

La mezcla de reaccién se amplific6 usando un termociclador de gradiente
(Mastercycler, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 94°C 10min; (94°C 1min; 54°C
1min; 72°C 1min) x 35 ciclos; 72°C 10min. El producto de la amplificacidon tenia un
tamafio de 237 pb. El tamafo se discrimind mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

2.4. Genotipado de los ratones Scal-BCR-ABLp190.

Para la PCR de Scal-BCR-ABLp190 se prepard una mezcla de reaccion conteniendo
2,5uL del oligo P190-F 10uM; 2,5uL del oligo LP190-B 10uM; 2,5uL de un buffer
comercial (Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5uL dNTPs 2mM; 0,2uL del enzima Taq ADN
polimerasa (Ref. 2900163, 5PRIME); 13,8uL MPW y 1uL de ADN. Se usaron los siguientes

oligos:
p190-F: (5'-GAACTCGCAACAGTCCTTC-3')
p190-B: (5'-CCATTGTGATTATAGCCTAAG-3')

La mezcla de reaccién se amplificé usando un termociclador de gradiente
(Mastercycler, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 94°C 10min; (94°C 1min; 56°C
1min; 72°C 1min) x 35 ciclos; 72°C 10min. El producto de la amplificacién tenia un
tamafio de 366 pb. El tamafio se discrimind mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

2.5. Genotipado de los ratones Myd88.

Para la PCR de Myd88 se prepard una mezcla de reaccidon conteniendo 2,5ulL del
oligo 9335 10uM; 2,5uL del oligo 0IMR9481 10uM; 2,5uL del oligo olMR9482 10uM;
2,5uL de un buffer comercial (Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5uL dNTPs 2mM; 0,2uL del
enzima Taq ADN polimerasa (Ref. 2900163, 5PRIME); 11,3uL MPW y 1uL de ADN. Se

usaron los siguientes oligos:
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9335: (5’-CCACCCTTGATGACCCCCTA-3’)
0lMR9481: (5'-GTTGTGTGTGTCCGACCGT-3’)
0lMR9482: (5’-GTCAGAAACAACCACCACCATGC-3’)

La mezcla de reaccién se amplific6 usando un termociclador de gradiente
(Mastercycler, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 94°C 2min; (94°C 20seg; 65°C
15 seg; 68°C 10 seg) x 10 ciclos; (94°C 15 seg; 60°C 15 seg; 72°C 10 seg) x 28 ciclos; 72°C
2min. El producto de la amplificacidn en el caso de los WT tenia un tamafio de 266 pb;
para los mutantes el tamafio era de 520 pb y para los heterocigotos el tamafio de las
bandas es de 520 pb y 266 pb. El tamafio se discrimind mediante una electroforesis en

gel de agarosa al 2%.

2.6. Genotipado de los ratones ETV6"3>%X,

Para la PCR de ETV6R*>*Xse prepard una mezcla de reaccidn conteniendo 2,5ul del
oligo ETV6-F 10uM; 2,5uL del oligo ETV6-B 10uM; 2,5uL de un buffer comercial (Ref.
2900162, 5PRIME); 2,5uL dNTPs 2mM; 0,2uL del enzima Tag ADN polimerasa (Ref.
2900163, 5PRIME); 13,8uL MPW y 1uL de ADN. Se usaron los siguientes oligos:

ETV6-F: (5'-AGGATGGGATGAATCGGGAA-3')
ETV6-B: (5'-CCGGGCTCCTTCCTGATAAT-3')

La mezcla de reaccién se amplific6 usando un termociclador de gradiente
(Mastercycler, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 94°C 5min; (94°C 1min; 58°C
1min; 72°C 1min) x 25 ciclos; 72°C 10min. El producto de la amplificacién tenia un
tamafio de 355 pb. El tamafio se discrimind mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

Una vez se ha obtenido el fragmento amplificado se utiliza el kit de extraccion rapida
de gel PurelLink (Ref. K210025 - Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante, el
cual permite purificar de manera rapida y eficaz fragmentos de ADN a partir de geles de

agarosa.
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Finalmente, se llevod a cabo la secuenciacidén por Sanger para identificar la mutacion
deseada en las muestras de ADN mediante un analizador genético 3130 (Applied

Biosystems).

3. Tratamiento con antibidticos.

Los ratones fueron tratados con un régimen antibidtico segun lo descrito!3. Se les
administré durante un periodo de 8 semanas un céctel de antibidticos diluidos en el
agua de bebida de los animales. Los fdrmacos utilizados fueron los siguientes:
ampicilina, 1 g/L (Ratiopharm); vancomicina, 500 mg/L (Cell Pharm); ciprofloxacina, 200

mg/L (Bayer Vital); imipenem, 250 mg/L (MSD); metronidazol, 1 g/L (Fresenius).

4. Analisis celular mediante citometria de flujo.

Se obtuvieron células nucleadas de sangre periférica, timo, bazo, ndédulos linfaticos
y médula ésea total de ratéon mediante lavado con tampdn fosfato salino (PBS, de sus
siglas en inglés phosphate-buffered saline) de los huesos largos. Los eritrocitos se lisaron
mediante una incubacion a 4°C con un tampdn de lisis (RCLB, de las siglas en inglés red
cell lysis buffer; 0,155 M NH4CL; 10mM KHCOs3; 10 mM EDTA pH=7,4) y las células
restantes se lavaron con PBS suplementado al 1% con suero fetal bovino (FCS, de las
siglas en inglés fetal calf serum). Tras la tincidon con anticuerpos (Tabla 2), las células se
lavaron de nuevo con PBS 1% de FCS y se resuspendieron en PBS 1% de FCS que contenia
10 pg/mL de yoduro de propidio (P, de las siglas en inglés propidium iodide) para excluir

las células muertas en los analisis.

Tabla 2 - Relacion de anticuerpos utilizados para los andlisis por citometria de flujo, concentracion utilizada y casa
comercial de la que se obtuvieron.

Anticuerpo Dilucién empleada Casa comercial
anti-B220 (RA3-6B2) 1:100 Biolegend
anti-CD4 (RM4-5) 1:250 Biolegend
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anti-CD8a (53-6.7) 1:250 Biolegend
anti-CD11b/Mac1 (M1/70) 1:200 Biolegend
anti-CD19 (1D3) 1:100 Biolegend
anti-CD117/c-Kit (2B8) 1:200 Biolegend
anti-Ly-6G/Gr1 (RB6-8C5) 1:100 Biolegend
anti-lgM (R6-60.2) 1:100 Biolegend
anti-CD25 (PC61) 1:500 BD Biosciences
anti-CD45 1:100 BD Biosciences
anti-Ter119 (TER119) 1:100 Biolegend
anti-CD16/CD32 (Fc-Block) 1:100 BD Biosciences

Las muestras pertenecientes al apartado de resultados "El estrés inmunolégico no
tiene un papel promotor de la leucemia vinculada a la predisposicién genética del gen
ETV6” fueron adquiridas en un citémetro espectral (CYTEK NL-2000) y analizadas
mediante el software FCS express. Las muestras incluidas en el apartado de resultados
“El estrés inmune suprime la sefalizacién de la inmunidad innata en las células B
precursoras preleucémicas para causar leucemia” se adquirieron en un citometro de

flujo AccuriC6 (BD Biosciences) y se analizaron utilizando el software FlowJo.

La fluorescencia especifica para los fluorocromos FITC, PE, Pl y APC, excitados a
488nm (0,4W) y 633nm (30mW), asi como las propiedades conocidas de dispersion de
la luz directa y ortogonal de las células de ratén fueron utilizadas para establecer las
poblaciones. En cada andlisis se examinaron al menos 50.000 células viables (PI-). Para
evitar la unién inespecifica de los anticuerpos, las células se incubaron con anti-

CD16/CD32 Fc-Block (BD Biosciencies) antes de ser tefiidas.

Las poblaciones se identificaron de la siguiente manera: células B maduras en la
periferia (B220* 1gM*/), células T CD4 (CD4* CD8), células T CD8 (CD4 CD8"),
granulocitos (Gr12'© Mac?®™), células T dobles positivas (CD4* CD8*), células pro-B y pre-
B en la médula dsea (B2203° |gM"), células pro-B en la médula dsea (CD19* c-Kit*),

células pre-B en la médula ésea (B220°3° CD25*IgM"), células B recirculantes en médula
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6sea (B220%" |gM*/), células B inmaduras en médula ésea (B220°2° |gM*) y células B

maduras en bazo y nédulos linfaticos (B220* CD19* y B220* IgM*/).

5. Anadlisis histoldgicos.

Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical y las muestras de
tejido se fijaron en formaldehido al 4% y se embebieron en parafina. La evaluacién
patoldgica se realizd sobre secciones tefiidas con hematoxilina-eosina bajo la
supervision del Dr. Oscar Blanco, patélogo experto del Hospital Universitario de

Salamanca.

6. Analisis de clonalidad de inmunoglobulinas (recombinacién

VDJ).

Los reordenamientos de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas se
amplificaron mediante PCR utilizando distintas parejas de oligonucleétidos (Tabla 3). Las
condiciones utilizadas en el termociclador consistieron en una activacién térmica inicial
a 95°C seguida de 31-37 ciclos de desnaturalizacién durante 1 minuto a 959C,
anillamiento durante 1 minuto a 652C y elongacién durante 1 minuto 45 segundos a
729C. A esto le siguié una elongacidn final durante 10 min a 729C.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la PCR del reordenamiento de las cadenas pesadas de las

inmunoglobulinas. R se refiere a purina (A o G). M se refiere a base amina (A o C). Y se refiere a base pirimidina (T o
C). W se refiere a bases que crean enlaces débiles (A o T). S se refiere a bases que crean enlaces fuertes (C o G).

NOMBRE | DIRECCION SECUENCIA
sentido 5’-CGAGCTCTCCARCACAGCCTWCATGCARCTCARC-3’
V558 antisentido 5’-GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG-3’
sentido 5’-CGGTACCAAGAASAMCCTGTWCCTGCAAATGASC-3’
V783 antisentido 5’-GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG-3’
VuQ52 sentido 5’-CGGTACCAGACTGARCATCASCAAGGACAAYTCC-3’
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antisentido 5-GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG-3’
sentido 5’-CAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAA-3’
VuGam3.8
antisentido 5-GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG-3’
sentido 5’-KCYYTGAAGAGCCRRCTCACAATCTCC-3’
V3609 antisentido 5’-GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG-3’
sentido 5’-TTCAAAGCACAATGCCTGGCT-3’
o antisentido 5’-GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG-3’
sentido 5’-TGGCCATGGGCTGCCTAGCCCGGGACTT-3’
o antisentido 5’-GCCTGACTGAGCTCACACAAGGAGGA-3’

7. Extracciéon de ADN.

Los tejidos fueron disgregados con un tampén de lisis con proteinasa K (0,25M de
sacarosa, 50mM Tris pH 7,4, 25mM KCI, 5mM MgCl2, 1% SDS, 20mM EDTA pH 8 y 1ug
de proteinasa K 40ug/mL (Roche)) en volumen variable segun la celularidad de cada
tejido (entre 500ul y 5ml), durante 16 horas a 55°C. Tras la incubacidn, se procedid a la
extraccién del ADN mediante el método fenol-cloroformo. Se agregd un volumen de
solucién de fenol (Gibco BRL) a las muestras, se homogeneizé y se centrifugd 5 minutos
a 14000 rpm, transfiriendo la fase superior a un tubo con un volumen de cloroformo
(Merck). De nuevo, la solucidon se homogeneizd y centrifugd 5 minutos a 14000 rpm,
transfiriendo la fase superior a un nuevo tubo con dos volimenes de etanol absoluto.
Seguidamente, la solucién se mezcld y se centrifugd en las mismas condiciones. El
precipitado formado por el ADN se lavé con un volumen de etanol al 70%, se dejé secar
a temperatura ambiente durante 10 minutos y se resuspendié en agua bidestilada. La
concentracion de ADN se cuantificd mediante la medida de la absorbancia a 260nm con
el espectrofotdometro Nanodrop-1000 (THERMO Scientific). Las muestras extraidas se

conservaron a -20¢ C.
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8. Extraccion de ARN.

Los tejidos se disgregaron haciéndolos pasar por filtros de 70um de nylon (BD
FALCON). Posteriormente, se procedio a la extraccion de ARN utilizando el kit TRIzol (Life
Technologies), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los restos de fenol
procedentes del uso del reactivo TRIzol fueron eliminados con el kit comercial RNeasy
Mini Kit (Ref. 74104, Qiagen) para evitar posibles interferencias en aplicaciones

posteriores.

La calidad e integridad del ARN obtenido fue calculada en funcién de la relaciéon
resultante del cociente entre la longitud de onda de absorcién del ARN (260nm) y de las
proteinas (280nm), utilizando para ello el espectrofotometro Nanodrop-100 (THERMO

Scientific).

9. Extracciéon del ADN de heces de ratones.

Se recogieron de manera individual las muestras fecales de cada ratén en diferentes
tiempos a lo largo de su vida. El ADN fecal se aislé utilizando el kit QI Amp ADN Stool Mini
Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo de deteccion de patdgenos en heces. EI ADN se
extrajo siguiendo las instrucciones del fabricante con dos modificaciones: el paso de
calentamiento con el tampdn ASL se realizd a 95°C y la elucidn se realizé en 100 ul de

tampodn AE.

10. Secuenciacion y analisis del ARN ribosémico 16S.

Se recogieron muestras fecales frescas de cada ratén (WT o Pax5*") en puntos
temporales definidos. EI ADN se extrajo siguiendo las directrices mencionadas
anteriormente en el apartado 9. La cuantificacién del ADN se realizd por el método
PicoGreen (Invitrogen, cat.#P7589) utilizando fluorometria Victor 3. Las muestras que

pasaron el control de calidad fueron utilizadas para la construccién de bibliotecas.
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Para la secuenciacion de la regidn variable V4 del ARNr 16S se siguieron una serie de
protocolos que se mencionan a continuacién. La seleccidon y amplificacion de la regién
V3-V4 del gen del ARNr 16S se llevé a cabo mediante PCR utilizando barcoded primers
(oligonucledtidos con un cddigo identificativo). La construccién de la biblioteca fue
realizada por Macrogen (https://www.macrogen-europe.com/) utilizando el kit de
biblioteca Herculase Il Fusion DNA Polymerase Nextera XT Index Kit V2. Para verificar el
tamafio de los fragmentos amplificados por la PCR, se comprobé la distribucién del
tamafio con un bioanalizador Agilent Technologies 2100 utilizando un chip ADN 1000.
La secuenciacion del extremo emparejado V3-V4 se llevd a cabo utilizando un Illumina

MiSeq (La Jolla, CA), de acuerdo con los protocolos del fabricante.

Para el procesamiento de los datos de secuenciacién se utilizaron técnicas
bioinformaticas como el paquete de analisis del microbioma QIIME 2 2019.10%°. Los
datos de las secuencias sin procesar, en bruto, se de-multiplexaron y se filtraron por
calidad con el complemento g2-demux, seguido de la eliminacidn de ruido con DADA2136
(a través de g2-dada2). Todas las variantes de secuencia de los amplicones (ASVs, del
inglés amplicon sequence variants) se alinearon con mafft3” (mediante g2-alignment) y
se utilizaron para construir una filogenia con fasttree2!3® (mediante g2-phylogeny). Se
estimaron parametros de diversidad alfa (caracteristicas observadas y Diversidad
Filogenética de Faith'3°), pardmetros de diversidad beta (UniFrac ponderado!*?, UniFrac

141 distancia de Jaccard y diferencia de Bray-Curtis*?) y anélisis de

no ponderado
coordenadas principales (PCoA, del inglés Principle Coordinate Analysis) utilizando g2-
diversity después de que las muestras fueran “rarificadas” o submuestreadas sin
reemplazo a 80992 secuencias por muestra. La taxonomia se asigno a las ASV utilizando
el clasificador de taxonomia q2-feature-classifier'*® classify-sklearn naive Bayes contra
las secuencias de referencia SILVA 132 99% OTUs!** . Para el anélisis comparativo de la
taxonomia de los diferentes grupos, la tabla de caracteristicas se filtré para mantener
las caracteristicas con una frecuencia minima de 10 y presentes en, al menos, 10

muestras. El andlisis comparativo se determind utilizando el Linear Discriminant Analysis

Effect Size'*>.
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11. PCR array de la via de sefalizacién murina de los TLRs.

Se extrajo ARN de las células precursoras B presentes en la médula dsea (B220Pa°
IlgM’) de ratones WT y Pax5* utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen). EI ADNc
preparado con el kit RT2 First Strand (Qiagen) fue preamplificado utilizando el kit de
sintesis de ADNc de ciclo celular RT? HT First Strand Kit (Qiagen). La expresién de los
genes TLR y sus vias de sefializacion se analizaron en las muestras utilizando el RT?
Profiler PCR Array (Qiagen) de ratén. Se utilizé la fuente PCR array DataAnalysisV4web
(Qiagen) para calcular los valores de ciclo umbral (ACt) y obtener los valores ACt
normalizados respecto de los genes housekeeping. Para determinar las diferencias de
expresion relativa entre las poblaciones de células B, se realizaron andlisis comparativos

(2-AACt) utilizando el software PCR Array Data Analysis Software (Qiagen).

12. PCR cuantitativa en tiempo real de Myd88 (q-PCR).

Se analizd6 mediante PCR cuantitativa (g-PCR) la expresion de Myd88 tanto en las
muestras preleucémicas (células B precursoras (B220°3° IgM") aisladas de la médula
6sea de ratones WT (n=3), Pax5*(n=3) y Pax5*" tratados con antibidticos durante 8
semanas (n=3)), como en muestras leucémicas (células leucémicas de ratones Pax5*/"
tratados con antibidticos durante 8 semanas (n=3) y células leucémicas de ratones

Myd88*-;Pax5*~ (n=3)).

El ADNc para uso en estudios de PCR cuantitativa se sintetizd utilizando la
transcriptasa reversa SuperScript VILOTM cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Las reacciones
de PCR en tiempo real se realizaron en una maquina Eppendorf MasterCycler Realplex.
Los ensayos utilizados para la PCR cuantitativa estan disponibles comercialmente en IDT
(Integrated DNA Technologies): Myd88 (ID del ensayo: Mm.PT.58.8716051.gs) y GAPDH
(ID del ensayo: Mm.PT.39a.1). Ademas, las sondas se disefiaron de manera que no se
detectara ADN gendmico durante la PCR. La medicién de la expresion del producto

génico GAPDH se utilizd6 como control enddgeno. La médula ésea total de ratones
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Myd887- se utiliz6 como control negativo. Todas las muestras se analizaron por

triplicado.

Ademas, se utilizd el método comparativo CT (AACt) para calcular la expresion
relativa del transcrito de interés y un control positivo. El cambio en el ciclo umbral (ACt)
de cada muestra se calculé como el valor Ct del gen analizado (diana) menos el valor Ct
de GAPDH (control endégeno). El AACt de cada muestra se obtuvo restando el valor ACt
de referencia del valor ACt de la muestra. El valor ACt de referencia utilizado fue el ACt
obtenido del bazo total de ratones WT inmunizados. Se compard el cambio de expresion

en cada grupo, calculado como 2-AACt de la muestra.

13. Cuantificacion de los niveles de citoquinas en el suero.

Los niveles séricos de citoquinas presentes en los ratones se analizaron mediante el
sistema de inmunoensayo Cytometric Bead Array Inflammation Kit (BD Biosciences), el
cual evalia simultdneamente IL6, IL10, MCP1, IFNy, TNFa e IL12p70. Brevemente
explicado, 50 L de suero se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con 50
uL de beads recubiertas con anticuerpos anticitoquinas (mAb-coated beads) y 50 uL de
detector de anticuerpos anticitoquinas conjugado con PE (phycoerythrin). Tras este
periodo de incubacidn, las muestras se lavaron una vez (5 minutos a 200 g) para eliminar
el exceso de anticuerpos detectores. Inmediatamente después, se realizé la adquisicidon
de datos en un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences) utilizando el software
FACSDiva (BD Biosciences). Durante la adquisicién se almacend la informacién de al
menos 3000 eventos positivos para cada bead analizada (el nimero total de beads fue
superior a 9000). Para el analisis se utilizé el programa FCAP Array Software v3.0 (BD

Biosciences).
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14. Cultivo de células pro-B prelucémicas.

Las células pro-B se obtuvieron de la médula 6sea de ratones WT, Pax5*" y Pax5*"
;Myd88*~ de 2-3 semanas de edad. El aislamiento de las células pro-B fue realizado
mediante separacién celular activada por magnetismo (MACS, de las siglas en inglés

Magnetic Activated Cell Sorting) positiva para B220.

Los cultivos de células pro-B se realizaron utilizando el siguiente medio: medio IMDM
+ 1mM de L-glutamina + HEPES, 2% de FCS inactivado por calor, 1 mM de penicilina-
estreptomicina (BioWhittaker), 0,03% de primatone RL (Sigma), 50 puM de B-
Mercaptoetanol y 2 pg/ml de ciproxina. Las células obtenidas mediante la separacién
por MACS se cultivaron sobre células estromales ST2 en el medio descrito anteriormente

suplementado con 5 ng/ml de IL7 recombinante murina.

15. Anadlisis de datos mediante microarrays de expresion.

El ARN total se aislé en dos pasos, utilizando TRIzol (Life Technologies) seguido de la
purificacion con RNeasy Mini-Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo de limpieza del ARN
del fabricante con el tratamiento opcional de On-Column DNasa. La integridad y la
calidad del ARN se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa y su
concentracion se midié utilizando Agilent (Agilent Technologies). Las muestras se
analizaron utilizando el software Applied Biosystems Transcriptome Analysis Console
(TAC) v4.0.1 con los siguientes parametros: (i) Analysis Version: version 1; (ii)
Summarization Method: Gene Level — RMA,; (iii) Genome Version: mm10 (Mus musculus)

y (iv) Annotation: MoGene-1_0-st-vl.na36.mm10.transcript.csv.

Los genes expresados diferencialmente se evaluaron mediante criterios estadisticos
especificos (p-valor <0,05 y cambio de expresién absoluto >2). El analisis de
enriguecimiento de la expresidon de determinados grupos de genes se llevd a cabo
utilizando el software GSEAv4.3.2131146,147 |3 coleccidn de genes hallmark!3?, el conjunto
de genes de las fases de desarrollo de las células B murinasi?* y el conjunto de genes

regulados por Pax5'%>1%%, Las firmas de expresion genética que estan especificamente
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sobreexpresadas o subexpresadas en las LLA-B humanas!?®148143,122 g compararon

también con las encontradas en las leucemias murinas de los estudios usando GSEA.

Los datos de expresion mediante microarrays estdn depositados en la base de datos
de Gene Expression Omnibus (GEO) del NCBI, disponibles con el nimero de acceso de la

serie GEO GSE221597.

16. Analisis de enriquecimiento (GSEA).

El andlisis de enriquecimiento de la expresién de determinados grupos de genes se
llevd a cabo utilizando el software GSEAv4.3.2131146147 |3 coleccién de genes
hallmark?!3?, el conjunto de genes de las fases de desarrollo de las células B murinasi?*y
el conjunto de genes regulados por Pax5>125, Las firmas de expresidon genética que
estan especificamente sobreexpresadas o subexpresadas en las LLA-B humanas!!®12? se
compararon también con las encontradas en las leucemias murinas de los estudios

usando GSEA.

17. Secuenciacion del genoma completo (WGS).

Primeramente, se prepararon librerias de ADN gendmico a partir de ADN
fragmentado (extraido de muestras de médula ésea o nédulos linfaticos tumorales con
mas de un 70% de células tumorales y muestras de ADN de la cola como muestras
germinales) con el kit HyperPrep Library Preparation Kit (Roche PN 07962363001). A
continuacion, se realizd la secuenciacidon de 150 ciclos por partes en el NovaSeq 6000
(Hlumina) y las lecturas pareadas de lllumina se pre-procesaron y mapearon al genoma
de referencia del ratén (mm10) con BWAP, Se usé una aproximacion en conjunto para
buscar mutaciones somadticas (SNV/indels) con varias herramientas publicadas,
incluyendo Mutect2®!, SomaticSniper’®?, VarScan2®3, MuSe®™* vy Strelka'®. Los

resultados que tenian al menos dos fuentes se consideraron como mutaciones fiables.
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Estos resultados fueron revisados manualmente para una lectura mas profunda y un

mapeo de calidad para retirar cualquier artefacto.

Las alteraciones sométicas en el niUmero de copias se determinaron por CNV kit
Para las variantes estructurales SV, se implementaron cuatro fuentes de SV en el flujo
de trabajo para la busqueda de SV, incluyendo Delly*7?, Lumpy*>, Manta®>° y Gridss®0,
Los resultados de SV que pasaron los filtros de control de calidad de cada fuente se
fusionaron usando SURVIVOR!®! y se genotiparon por SBtyper!®?. Los resultados
encontrados se revisaron manualmente usando IGV para apoyar los recuentos mas

flojos y las lecturas discordantes en ambos extremos de un supuesto sitio de SV.

Los datos de secuenciacion del genoma completo estdn accesibles en la base de
datos “Sequence Read Archive (SRA)” del NCBI, disponibles con el nimero de acceso de

BioProject PRINA912234.

18. Secuenciacién Sanger.

Las mutaciones fueron validadas mediante secuenciacién Sanger en un analizador
genético 3130 (Applied Biosystems) utilizando los siguientes pares de oligonucledtidos

(5" = 3'):

mJak3: sentido: CGGGATGTGGGGCTTTAACT
antisentido: GCAGACACGGGGTATAGTGG

mJak1: sentido: CCAGACAGCCAGGAGAACAG
antisentido: CGTCTGCATAGTACCCACCC

mPax5: sentido: CTCGTACATGCACGGAGACA
antisentido: GGACCCTTCAGTACACCAGC

19. Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism v8.1.2

(GraphPad Software). La significacion estadistica se calculé mediante el test t no
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pareado. La normalidad de los datos se comprobd mediante la prueba de D'Agostino y
Pearson (nivel alfa = 0,05). Los andlisis de supervivencia se realizaron mediante la prueba
de Log-rank (Mantel-Cox). Para comparar la incidencia de leucemia se utilizé el test de
Fisher. Los p-valores se representan en las figuras sélo en los casos de diferencias

significativas.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis del microbioma intestinal de ratones Scal-BCR-ABLp190, Scal-Lmo2, Pax5*-y WT alojados en un
animalario libre de patégenos. A) Diagrama de barras de taxones de las firmas microbianas V4-16S (V4-ASVs)
agrupadas por genotipo de ratén (Scal-BCR-ABLp190 n=15, Scal-Lmo2 n=15, Pax5*- n=10 93 y WT n=12) utilizando
5 niveles taxondmicos. B) Los andlisis LefSe indican taxones diferencialmente abundantes en ratones Scal-BCR-
ABLp190 frente a ratones WT. Grdfico de andlisis diferencial que muestra las 74 unidades taxonémicas con diferencias
significativas entre las muestras de ADN fecal de ratones Scal-BCR-ABLp190 (verde) y ratones WT. C) Los andlisis LefSe
indican taxones diferencialmente abundantes de ratones Scal-Lmo2 frente a ratones WT. Grdfico de andlisis
diferencial que muestra las 77 unidades taxondmicas con diferencias significativas entre muestras de ADN fecal de
ratones Scal-Lmo2 (verde) y ratones WT. D) Los andlisis LefSe indican taxones diferencialmente abundantes de
ratones Pax5*- vs WT. Grdfico de andlisis diferencial que muestra las 127 unidades taxondmicas con diferencias
significativas entre muestras de ADN fecal de ratones Pax5* (verde) y ratones WT. La clasificacidn taxondmica se
realizo utilizando la base de datos SILVA para asignar etiquetas taxonémicas a los V4-ASVs, que estdn anotados en la
leyenda. Los andlisis LEfSe se realizaron utilizando a=1E-05 y una puntuacion LDA minima = 2. LDA, andlisis
discriminante lineal.

Anexo 2: Informe de Seguimiento Sanitario de la Instalacién Convencional. La tabla muestra los patdgenos
analizados para controlar el estado de salud de los animales alojados en la instalacion convencional durante el tiempo
en que los animales han sido estudiados.

ANIMALARIO CONVENCIONAL — INFORME CONTROL SANITARIO
ANO 1°"afo | 22afio

VIRUSES

MAD (Adenovirus type 1 and 2) NEG NEG
MCMV (Mouse cytomegalovirus) NEG NEG
LCMV (Lymph choriomeningitis) NEG NEG
Ectromelia NEG NEG
EDIM NEG NEG
Hantaan virus NEG NEG
MHYV (Mouse hepatitis virus) POS POS
MVM (Minute virus) NEG NEG
MPV (Parvovirus type 1 and 2) NEG NEG
PVM (Pneumonia virus) NEG NEG
Reovirus type 3 NEG NEG
Sendai NEG NEG
TMEV (Theiler’s murine encephalomyel) NEG NEG
K virus NEG NEG
Polyoma virus NEG NEG
MNV (Norovirus) POS POS
BACTERIA

Bordetella bronchiseptica NEG NEG
Car-bacillus NEG NEG
Citrobacter rodentium NEG NEG
Clostridium piliforme (Tyzzer” disease) NEG NEG
Corynebacterium kutscheri NEG NEG
Mycoplasma pulmonis NEG NEG
Pasteurella pneumotropica NEG NEG
Pasteurella multocida NEG NEG
Salmonella spp NEG NEG
Streptobacillus moniliformis NEG NEG
Streptococci beta hemoliticos (A.G) NEG NEG
Streptococcus pneumoniae NEG NEG
Helicobacter spp POS POS
PARASITES

Ectoparasites NEG NEG
Helminth (A tetraptrera. Syphacia spp) POS POS
Cestods (Hymenolepis spp) NEG NEG
Eimeria spp NEG NEG
Entamoeba muris NEG NEG
Giardia spp NEG NEG
Trichomonas muris POS POS
Spironucleus spp NEG NEG
Encephalitozoon cuniculi NEG NEG
[NECROPSY [No gross lesion.  |No gross lesion.
NEG: Negative

POS: Positive
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Anexo 3. Secuenciacion Sanger de tumores en ratones Pax5*- expuestos tempranamente a la infeccion. Todas las
variantes encontradas por WES fueron confirmadas por secuenciacion Sanger. Del mismo modo que las leucemias
Pax5*-del grupo de exposicion tardia, los tumores Pax5*/- de exposicién temprana mostraron mutaciones recurrentes
que afectaban al alelo Pax5 WT restante: se identificaron las mutaciones Pax5P8%R,, Jak1837V, Nras®13P y KrasQ61H¢
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Anexo 4. Visualizacion de mutaciones somdticas en ratones leucémicos Pax5*/-;Myd88*/-. Visualizacion del
navegador del genoma del ADN tumoral (T) y el ADN de la linea germinal (G) de ratones Pax5*;Myd88*/- portadores
de tumores A) Deleciones somdticas del gen Pax5 identificadas por WGS en ratones leucémicos Pax5*-;Myd88+/- (V905
y W182). B) Deleciones somdticas del gen Sh2b3 identificadas por WGS en ratones leucémicos Pax5*/-;Myd88*/- (X012
y X421). C) Validacién de la delecion del exon 2 de Pax5 de la linea germinal mediante WGS de todos los ratones Pax5*
;Myd88*- analizados mediante WGS. En los ratones Pax5+/-, el exén 2 del gen Pax5 (que es indispensable para la
union del ADN) fue reemplazado por los genes de Escherichia coli lac Z y de resistencia a la neomicina.
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