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Resumen

Titulo: Establecimiento de lineas celulares de leucemia linfoblastica aguda de precursores b con
coexpresion constitutiva e inducible de los genes ID1, ID3 e 1GJ mediante plasmidos
recombinantes”

Autor: Diego Fernando Rincon Reyes, José Arturo Gutiérrez Triana, Nataly Cruz Rodriguez™

Palabras Clave: LLA-B; Expresion génica; NALM-6; Tet-On; Tol2 transposasa

La leucemia linfoblastica aguda de precursores B (LLA-B) es una neoplasia hematoldgica con una
alta incidencia en Colombia y unos bajos indicadores de supervivencia en comparacién con otros paises del
mundo (Allemani et al., 2018). Actualmente, la informacion sobre los determinantes moleculares de la
LLA-B en Colombia son muy limitados. Debido a esto, nuestro grupo identificé una firma de expresion
génica que se correlaciona con el prondstico de los pacientes adultos colombianos con LLA-B (Cruz-
Rodriguez et al., 2016). Los pacientes que sobreexpresan simultdneamente los genes ID1, ID3 e 1GJ
muestran una baja respuesta al tratamiento de induccion y una baja supervivencia, lo que sugiere que estos
genes podrian ser parte de un mecanismo de resistencia de las células leucémicas hacia los agentes
guimioterapéuticos.

Para probar esta hipotesis, integramos copias adicionales de los genes ID1, ID3 e IGJ en el genoma
de la linea celular LLA-B NALM-6 con el fin de manipular simultdneamente su expresion. Esto se logrd
usando un policistron compuesto de las secuencias codificantes de cada gen de interés marcado con péptidos
etiqueta y separados por péptidos de autoclivaje virales tipo P2A. El policistron fue regulado por un
promotor constitutivo (CMV) o un promotor inducible dependiente de tetraciclina (TRE3G). La integracion
gendmica fue realizada por la enzima Tol2 transposasa.

Analizamos la expresion de la firma y sus productos en modelos estables usando RT-qPCR y
Western blot. Encontramos que, a diferencia de las células 293T, en los modelos constitutivos NALM-6 el
policistron estd sujeto a un silenciamiento activo, mientras que el sistema inducible utilizado no logré
sobreexpresar los genes de interés en ninguna linea. Sorpresivamente, se detectdé una alteracion en los
niveles de expresion enddgena del gen 1GJ por la presencia de los transgenes en el genoma. Proponemos
recomendaciones para ajustar los modelos y obtener los resultados esperados.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia. Director: José Arturo Gutiérrez Triana.
Doctor en Ciencias Naturales. Codirectora: Nataly Cruz Rodriguez. Doctora en Ciencias Biol6gicas
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Abstract

Title: Establishment of precursor B acute lymphoblastic leukemia cell lines with constitutive and
inducible coexpression of ID1, ID3 and 1GJ Genes using recombinant plasmids *
Author: Diego Fernando Rincon Reyes, José Arturo Gutiérrez Triana, Nataly Cruz Rodriguez ™

Key Words: B-ALL; Gene expression; NALM-6; Tet-On; Tol2 transposase enzyme

B Acute Lymphoblastic Leukemia (B-ALL) is a hematological neoplastic, with a high incidence in
Colombia and lower survival rates compared to other countries in the world (Allemani et al., 2018).
Currently, the information of the molecular determinants of B-ALL in Colombia is very limited. On this
subject, our group identified previously a gene expression signature correlating with the prognosis of
Colombian adult patients with B-ALL (Cruz-Rodriguez et al., 2016). Patients displaying simultaneous
overexpression of the ID1, ID3, and 1GJ genes exhibit poor response to induction therapy and poor survival,
suggesting these genes as part of a resistance mechanism of the leukemic cells to chemotherapeutic agents.

To test this hypothesis, we integrated additional copies of ID1, ID3, and IGJ genes into the genome
of the B-ALL cell line NALM-6 to manipulate simultaneously their expression. We achieved this using a
polycistron composed of the coding sequences of each of the genes of interest labeled with tag peptides and
separated by P2A-type viral self-cleavage peptides. The polycistron was driven by either a constitutive
(CMV) or a tetracycline inducible (TRE3G) promoter. Genome integration was conducted by means of the
Tol2 transposase.

We analyzed the expression of the signature and their products of the stable lines using RT-gPCR
and Western Blot. We found that, unlike 293T cells, in the constitutive NALM-6 models the polycistron is
subject to active silencing, while the inducible system used did not accomplish to overexpress the genes of
interest in any line. Surprisingly, an alteration in the levels of endogenous expression of the 1GJ gene was
detected due to the presence of transgenes in the genome. We propose recommendations to adjust the
models and obtain the expected results.

* Degree Work.
™ Faculty of Health. School of Microbiology. Master in Microbiology. Director: José Arturo Gutiérrez Triana. Doctor
in Natural Sciences. Co-director: Nataly Cruz Rodriguez. Doctor in Biological Sciences
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Introduccion

Las Leucemias Agudas (LA) son un grupo de patologias neoplasicas que comprometen la
medula dsea y otros érganos (Arber et al., 2016). Su origen radica en una proliferacion incontrolada
de linfoblastos o mieloblastos que se caracterizan por una pérdida progresiva de la capacidad de
diferenciacion (Arber et al., 2016). En Colombia, aunque las Leucemias Agudas no corresponden
a uno de los tipos de cancer mas comunes, constituyen un problema de salud pablica que requiere

de atencion prioritaria ya que su incidencia y mortalidad asciende anualmente.

Actualmente, Colombia junto con Costa Rica y Ecuador tienen las tasas de incidencia de
leucemia maés altas a nivel mundial (Allemani et al., 2018; Katz et al., 2015). Asi mismo, ha sido
sefialado por varios estudios que la poblacion latina presenta porcentajes de supervivencia libre de
evento (SLE) y tasas de remision completa (RC) menores a lo reportado en otros grupos étnicos
(Bhatia et al., 2002; Kahn et al., 2016; Pollock et al., 2000). Adicionalmente, se ha encontrado que
la supervivencia global (SG) es 2 afios menor en comparacion con la poblacion no latina (Kahn et

al., 2016; Kirtane & Lee, 2017; Yang et al., 2011).

Uno de los principales obstaculos para el tratamiento exitoso de este tipo de cancer es la
enfermedad recurrente y el desarrollo de resistencia a los medicamentos durante la quimioterapia
(Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Por lo cual, la identificacion de los mecanismos de resistencia
de las células tumorales es critica tanto para la estratificacion del riesgo al momento del diagnostico
como para la aplicacion correcta de estrategias terapéuticas que permitan mejorar el desenlace

clinico de los pacientes (Inaba et al., 2013).
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El estudio de los procesos bioldgicos de esta patologia se beneficia de modelos celulares
que permiten analizar la tumorigénesis y evaluar preguntas experimentales que no se pueden
abordar directamente en modelos animales o humanos. Lo anterior ha permitido avances
significativos en la comprension de la patogénesis, descubrimiento de nuevos farmacos e
identificacion de alteraciones moleculares (Malard & Mohty, 2020; Terwilliger & Abdul-Hay,

2017).

Estudios previos realizados en nuestra linea de investigacion han identificado un perfil de
expresion génica compuesto por los genes ID1, ID3 e IGJ que se correlaciona con la respuesta al
tratamiento quimioterapéutico de induccion y con el desenlace clinico de la enfermedad de
pacientes colombianos con LLA-B (Cruz-Rodriguez et al., 2016). Para estudiar en detalle el
significado de esta asociacion, es necesario establecer un modelo de estudio que nos permita
evaluar las relaciones de causalidad de la firma de expresidn génica identificada en nuestra

poblacion con los mecanismos involucrados en la resistencia al tratamiento quimioterapéutico.

Por lo anterior, el objetivo de la presente propuesta de investigacion fue establecer lineas
celulares de leucemia linfobl&stica aguda de precursores B (LLA-B) que permitieran manipular la
expresion de los genes ID1, ID3 e IGJ mediante el uso de técnicas de ADN recombinante e
ingenieria genética. De esta manera, se buscé obtener un modelo celular que permitiera el estudio
de estos genes como marcadores moleculares para la estratificacion de la enfermedad y su

influencia en la quimioresistencia y supervivencia de las células leucémicas.
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1. Planteamiento del problema

En Latinoamérica, la leucemia representa el tipo de cancer con mayor mortalidad en la
poblacion de adultos jovenes, y segln estadisticas colombianas, la supervivencia observada a 5
afios en nifios es del 53,8% y para los adultos es del 20,1% (Allemani et al., 2015; Curado et al.,
2011). Estos datos contrastan significativamente con lo reportado en paises norteamericanos,
europeos, del oeste asiatico y de Oceania quienes informan tasas de supervivencia a 5 afios del 80

a 90% en nifios y 50 a 60% en adultos (Allemani et al., 2015).

A pesar de usar esquemas quimioterapéuticos estandarizados mundialmente, solo el 61%
de los pacientes adultos colombianos con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) logran RC, con
una mediana de SG de 11,3 meses y una SLE de 7,3 meses (Combariza et al., 2007). Hasta el
momento se desconoce la razon de la baja respuesta al tratamiento en nuestro pais, pero se ha
sugerido que podria deberse a cambios propios de la enfermedad, a un aumento en el contacto de
la poblacion con factores asociados al desarrollo de esta o incluso a modificaciones genéticas
propiamente étnicas (Combariza et al., 2007; Curado et al., 2011). En consecuencia, es necesario
identificar las caracteristicas celulares asociadas con la resistencia que permitan el ajuste de los

esquemas quimioterapéuticos en nuestro pais segun las caracteristicas de la poblacién.

El éxito de los tratamientos quimioterapéuticos depende en gran parte de una correcta
estratificacion del riesgo de la enfermedad, por lo cual los factores prondsticos juegan un papel

vital en este proceso. Dentro de los factores prondstico, los mas convencionales son la edad, el
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recuento de leucocitos, la deteccion de enfermedad minima residual y los rearreglos cromosémicos
(Arber et al., 2016; Chiaretti et al., 2014). Aunque los rearreglos cromosémicos son los factores
que predicen con mayor precision la respuesta al tratamiento y la duracion de la remision (Inaba et
al.,, 2013), aproximadamente el 50% de los pacientes no presentan dichas alteraciones
cromosomicas, razon por la cual esta variable no puede ser empleada para la estratificacion del

riesgo en toda la poblacion (Mrozek et al., 2009).

Estudios recientes han encontrado que ciertas alteraciones moleculares podrian tener un
valor pronostico mas alto que las variables empleadas regularmente, por ello el interés de
identificar estos marcadores ha aumentado (Cruz-Rodriguez et al., 2016; Pullarkat et al., 2008).
Adicionalmente se ha propuesto que estos marcadores puedan servir como posibles objetivos
terapéuticos o, que mediante su estudio, se logren identificar nuevos procesos moleculares que
permitan incluir farmacos complementarios a los esquemas de quimioterapia ya estandarizados
(Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Actualmente nuestro pais posee informacion escasa acerca del
comportamiento molecular de la enfermedad, por lo que se desconocen los mecanismos propios

de la poblacién colombiana que podrian estar influyendo en la respuesta del tratamiento.

En estudios previos de nuestra linea de investigacion, se identifico por primera vez un perfil
de expresion genica diferencial entre pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento
quimioterapéutico de induccion en pacientes adultos colombianos con LLA-B (Cruz-Rodriguez et
al., 2016, 2017a). Este perfil se caracterizo por la elevada expresion simultanea de los genes ID1
(DNA binding protein inhibitor 1), ID3 (DNA binding protein inhibitor 3) e IGJ (Immunoglobulin

J polypeptide) en los pacientes no respondedores. Estos genes han sido relacionados con procesos
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reguladores de diferenciacion, apoptosis, supervivencia y autorrenovacion de células tumorales
(Cruz-Rodriguez et al., 2016), asi, el perfil de expresidn génica podria ser usado como un marcador
prondstico para estratificar el riesgo. Lo cual permitiria personalizar el tratamiento basado en la
severidad de la neoplasia y posiblemente disminuir la mortalidad relacionada con la toxicidad por
el uso de esquemas de quimioterapia combinada (Cruz-Rodriguez et al., 2016). Es de resaltar que
el papel especifico de los genes ID1, ID3 e IGJ en la biologia y quimiorresistencia de las células

de LLA-B auln es desconocido.

En la actualidad, el estudio de los procesos bioldgicos neoplasicos se realiza en modelos
celulares, ya que estos ofrecen la posibilidad de determinar la funcion bioldgica de genes
especificos por medio de tecnologias de ADN recombinante (S. Khan et al., 2016). Dichas
tecnologias hacen uso de herramientas de origen bacteriano como los plasmidos, que son moléculas
de ADN circular caracterizados por su rapida autorreplicacion y facil manipulacién (S. Khan et al.,
2016). Esto ha permitido que la funcidn de muchos genes relacionados con los procesos tumorales

haya sido identificada (S. Khan et al., 2016).

En consecuencia, esta propuesta de investigacion propuso establecer un modelo celular
modificado mediante ingenieria genética, que a corto plazo nos permitiera evaluar la causalidad y
los mecanismos moleculares asociados a la sobreexpresion de los genes ID1, ID3 e IGJ en la
resistencia a la quimioterapia de la LLA-B. De esta manera se buscé contribuir al entendimiento
de la biologia de la enfermedad cuando se presentan niveles altos de expresion de estos genes de

manera simultanea.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Establecer lineas celulares LLA-B de coexpresion constitutiva y lineas celulares LLA-B de

coexpresion inducible para los genes ID1, ID3 e IGJ mediante plasmidos recombinantes.

2.2 Objetivos Especificos
e Construir plasmidos recombinantes con promotores constitutivos e inducibles para la
expresion de los genes ID1, ID3 e IGJ y con capacidad de integracion al genoma celular
eucariota
e Evaluar los cambios en la expresion de los genes ID1, ID3 e 1GJ en los modelos celulares
de LLA-B transfectados
e Verificar la expresion proteica constitutiva e inducible de los genes ID1, ID3 e IGJ en

modelos celulares de LLA-B transfectados

3. Marco Referencial

3.1 LLA-B Yy las caracteristicas genéticas de impacto prondstico

La LLA-B es una neoplasia hematoldgica causada por una diferenciacion anormal, elevada
proliferacion y acumulacion de precursores linfoides de linaje B en medula Gsea y sitios
extramedulares (Arber et al., 2016; Chiaretti et al., 2014; Paul et al., 2016; Terwilliger & Abdul-
Hay, 2017). Segun la alteracion en el proceso hematopoyético, la clasificacion de la leucemia
linfoblastica aguda esta basada en criterios morfologicos, inmunofenotipicos, citogenéticos y

moleculares (Arber et al., 2016). La estratificacion del riesgo implementada actualmente incluye
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variables de alto impacto pronostico como: 1) caracteristicas demogréficas como la edad; 2)
estudios basicos de laboratorio como el recuento de leucocitos al momento del diagnéstico de la
enfermedad y la infiltracion o no de las células tumorales en Sistema Nervioso Central (SNC); 3)
caracteristicas propias de las células tumorales como el inmunofenotipo, citogenética,
translocaciones cromosomicas; y por ultimo, 4) deteccion de Enfermedad Minima Residual para

evaluar la respuesta al tratamiento de induccion (Arber et al., 2016).

El andlisis molecular de las lesiones ocasionadas por lo rearreglos cromosémicos, ha dado
lugar a la identificacion de mecanismos genéticos que contribuyen con la transformacion de las
células malignas. Algunas de estas lesiones genéticas estan asociados a la respuesta al tratamiento
y permiten identificar a los pacientes que tendrdn un desenlaces favorable, intermedio o
desfavorable (Mrozek et al., 2009; Mullighan, 2012; Xiaohui Zhang et al., 2017). Estas lesiones
incluyen t(1;19) (q23;p13), t(12;21) (p13;922), t(4;11) (921;923), rearreglos en el gen MLL (mixed
lineage leukemia) en el cromosoma 1123, cariotipo hipodiploide o hiperdiploide con méas de 50
cromosomas y particularmente un peor prondstico de la enfermedad se ha asociado con la t(9;22)
(934;q11) (Mullighan, 2012; Xiaohui Zhang et al., 2017). Sin embargo, a pesar de la frecuente
presencia de translocaciones cromosdémicas Yy reordenamientos de genes en LLA-B,
aproximadamente el 50% de los pacientes adultos no presentan rearreglos cromosémicos (Mrézek

et al., 2009).

Los datos provenientes de nuevos analisis genomicos y transcriptomicos han permitido la
busqueda de nuevos marcadores pronostico que indiquen la posibilidad de recaida posterior al

tratamiento y resistencia a la accion de agentes quimioterapéuticos, lo que se traduce en una
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estratificacion mas adecuada de los pacientes, especificamente aquellos que presentan un cariotipo

normal (Bhatla et al., 2014; Cruz-Rodriguez et al., 2016; Mrozek et al., 2009).

En las Gltimas dos décadas, diferentes grupos de investigacion han identificado firmas
génicas prondsticas en la poblacién con LLA-B. En 2008, se determind una firma compuesta por
los genes GLUL (glutamine synthetase), AZIN (ornithine decarboxylase antizyme inhibitor) e 1GJ
(immunoglobulin J chain) en poblacion infantil australiana que permitié estratificar el riesgo de
recaida en un 89% (Hoffmann et al., 2008). Posteriormente, en el 2010, se encontrd una firma de
38 genes que permitia realizar una identificacion mas precisa de los pacientes infantiles y juveniles
norteamericanos con alto riesgo de recaer, ademas este estudio también sefialé que la expresion
génica dependia de la procedencia étnica (Harvey et al., 2010; Kang et al., 2010). Recientemente,
se propuso una firma de 59 genes para predecir la SLE (Jing & Li, 2019). Esta firma se obtuvo al
realizar un analisis de los perfiles de expresidn génica recolectados por dos ensayos clinicos en
poblacion infantil de Estados Unidos (Jing & Li, 2019). Los genes que se encontraron estaban
involucrados en procesos bioldgicos como la migracion, el trafico membranal y funciones

moleculares como receptores de citoquinas (Jing & Li, 2019).

Estudios previos de nuestra linea de investigacion llevaron a cabo un anélisis
transcriptomico en 43 pacientes adultos colombianos respondedores y no respondedores al
esquema quimioterapéutico luego de completar la fase de induccién (Cruz-Rodriguez et al., 2016).
Se encontraron 442 genes diferencialmente expresados entre los dos grupos de pacientes. Entre
ellos, el perfil de expresion génica compuesto por los genes ID1, ID3 e IGJ mostro ser una variable

independiente capaz de predecir el desenlace clinico en términos de RC, SLE y SG (Cruz-
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Rodriguez et al., 2016), lo que sugeriria que estos genes pueden estar involucrados en los procesos
de resistencia al tratamiento. Ademas, estudios posteriores demostraron una correlacion de esta
firma génica con los marcadores inmunofenotipicos CD10 y CD20, por lo que se propone la
identificacion de dicha firma para una mejor estratificacion de los pacientes colombianos (Cruz-
Rodriguez et al., 2017b). Adicionalmente, con la identificacion y el entendimiento de la funcion
bioldgica de estos genes en LLA-B, se podrian determinar procesos o vias de sefializacién celular
que se encuentren directa o indirectamente relacionados con los procesos de resistencia tumoral
para proponerlos como posibles blancos terapéuticos y desarrollar nuevos agentes

quimioterapéuticos (Lu & Abdel-Wahab, 2016; Oshima et al., 2016).

3.2 Funcion bioldgica de los genes 1D1, ID3 e 1GJ en procesos tumorales

Los genes ID1 e ID3 pertenecen a la familia de genes que codifican proteinas 1D, estas
proteinas son factores de transcripcion tipo hélice-bucle-hélice que inhiben la unién de factores de
transcripcion tipo bHLH (hélice-bucle-hélice basica) al ADN, ademés de participar en la
regulacion de la diferenciacion celular y la estabilidad cromosémica (Roschger & Cabrele, 2017).
La sobreexpresion de los genes ID1 e 1D3 han sido reportados en otros modelos de cancer como
seno, prostata, tiroides, linfomas y otras leucemias como leucemia mieloide aguda (LMA),
leucemia mieloide crénica (LMC) y leucemia linfoide cronica (LLC) (May et al., 2014; Roschger
& Cabrele, 2017; L. Wang et al., 2015). En estos modelos, la sobreexpresion de los genes ID ha
sido asociada principalmente con prondsticos desfavorables (Roschger & Cabrele, 2017), en los
que se presenta una inhibicion de la diferenciacion durante la fase G del ciclo celular, promocién

de la migracion tumoral, la angiogénesis y la quimiorresistencia (Roschger & Cabrele, 2017).
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Especificamente en el proceso de maduracion linfoide, la familia ID restringe el desarrollo
y diferenciacion de las células B por una formacion de heterodimeros con los factores de
transcripcion producidos por los genes E2A, HEB y E2-2 (Cochrane et al., 2011; Kee et al., 2001).
Por una parte, ID1 bloquea la diferenciacion linfoide B en la etapa celular de pro-B mientras que
ID3 inhibe la apoptosis y detiene el crecimiento en respuesta al factor de crecimiento tumoral 3
(TGF-B) (Cochrane et al., 2011; Kee et al., 2001). Incluso se ha encontrado que ID3 puede apoyar
la accion de ID1 en el desarrollo de LMA en modelos murinos de laboratorio (L. Wang et al.,

2015).

Se ha descrito una correlacion de la sobreexpresion de los genes de la familia ID con la
baja respuesta al tratamiento quimioterapéutico en varios procesos tumorales (Ke et al., 2018;
Lasorella et al., 2014). Especificamente, angiogénesis, regulacion del ciclo celular, apoptosis,
transicion epitelio-mesenquimal, sefializacién celular mediada por factores de crecimiento y
autorrenovacioén, son procesos en los cuales estos genes han sido implicados (Ke et al., 2018;

Lasorella et al., 2014).

La sobreexpresion del gen ID1 ha sido un fenémeno comuinmente asociado a mecanismos
de quimiorresistencia en células tumorales. EI aumento de los niveles de expresion de este gen ha
sido evidenciado en células del carcinoma escamoso esofagico, donde se ha observado una
proteccion a la apoptosis inducida por TNFa debido la activacion de Bcl-2, ademés de un aumento
de MDMZ2 e inhibicion de p21 (Hui et al., 2006). En cancer de seno, se ha reportado que el aumento
de la expresion de ID1 causa una proteccion de la apoptosis inducida por taxol debido a la represion

de Bax y la activacion de Bcl-2 causado por una disminucion de p53 e IkB junto con un aumento
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de la expresion de NFxB (H. Kim et al., 2008). Esta misma resistencia a taxol ha sido observada
en cancer de préstata mediante la via JNK (Xiaomeng Zhang et al., 2006), siendo esta junto con
ERK, esenciales para la adquisicion de la resistencia a apoptosis inducida por dioxido de titanio en
las células cancer de pulmén (Y. S. Lee et al., 2009). Por otra parte, en cancer de préstata, se ha
demostrado la interaccion de ID1 con la proteina caveolina-1, que conlleva a la transiciéon epitelio-
mesenquimal y la resistencia a la apoptosis inducida por taxol debido a una activacion de la via
Akt (Xiaomeng Zhang et al., 2007). Adicionalmente, se ha establecido que la unién competitiva
entre ID1y E2F1 a la proteina 20 del ciclo de division celular (Cdc20) protege a la proteina E2F1
de la degradacion mediada por Cdc20 y aumenta la quimiorresistencia a 5-fluorouracilo a través
de la induccion de IGF2 dependiente de E2F1 y la expresion de timidilato sintasa en el cancer de
esofago (Li et al., 2016). También se ha encontrado que la expresion de ID1 inducida por Stat3
regula el efecto inhibidor del factor inhibidor de leucemia (LIF) sobre la apoptosis mediada por
p53 y aumenta la expresion de MDM2, lo cual promueve quimiorresistencia en células de cancer
colorrectal (H. Yu etal., 2014). En carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello, se ha reportado
que ID1 induce la fosforilacion de Akt a través de PI3K y aumenta la expresién de supervivencia
a través de NF-xB (Lin et al., 2010). En carcinoma hepatocelular, el aumento de la expresion del
gen ID1 se correlaciona con la resistencia a oxaliplatino por un aumento de expresion de la glucosa
6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) y la activacion de la via de las pentosas fosfato a través de la via
de sefializacién Wnt/B-catenina/c-Myc (Yin et al., 2017). En cancer de colon, la sobreexpresién de
ID1 promueve la expresién de genes de enzimas metabolizadoras de 5-fluorouracilo como la
fosfatasa de timidina, quinasa 2 uridinacitidina y deshidrogenasa dihidropirimidina (Przybyta et
al., 2017). Finalmente, en carcinoma celular escamoso de eséfago se ha reportado una activacion

de ID1 por c-Jun/c-Fos, los cuales se unen directamente a la region promotora ID1, e inducen
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quimiorresistencia de etop6sido a través de la inhibicion de la actividad de caspasa-3 y la escision

de PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) (Y. Zhao et al., 2016).

Por otra parte, la sobreexpresion de ID3 se ha encontrado involucrada en procesos de
resistencia de la leucemia linfoide cronica. En esta entidad se ha determinado que las células
endoteliales vasculares rescatan a las células tumorales de la muerte celular espontaneay citotoxica
inducida por farmacos a través de un mecanismo dependiente de redox acoplado a proteinas ID
(Weiler et al., 2015). Se ha establecido que en colangiocarcinoma intrahepatico, ID3 inhibe a E47,
el cual es el represor transcripcional de R-catenina, lo que resulta en un aumento de las
caracteristicas de células madre por medio de la activacion de la via Wnt/-catenina (L. Huang et
al., 2019). Recientemente, se encontrd que ID3 aumenta la expresion de los genes SOX10 y MITF
que estan asociados a la resistencia los inhibidores BRAF (Como el vemurafenib) que se utiliza
para el tratamiento de melanoma (Sachindra et al., 2017). Incluso se ha observado que la expresion
de ID3 por sefiales mediadas por el TCR inducen la activacion de la via MAPK y evita la union
del complejo E2A/HEB sobre el promotor SRG3 lo que con lleva a la resistencia de timocitos a
glucocorticoides (Ko et al., 2004). Asi mismo, se ha reportado que la sobreexpresion de ID1 e ID3
disminuye la expresién de CDKN1A (p21) y CDKN1B (p27) respectivamente, lo que aumenta la
agresividad del cancer de prostata (Sharma et al., 2012). De igual manera, se ha visto que esta
sobreexpresion simultanea aumenta la autorrenovacion de las células iniciadoras de cancer de
colon (CC-IC) a través de la restriccion del ciclo celular impulsada por el inhibidor del ciclo celular

p21 y aumentan la resistencia a oxaliplatino (O’Brien et al., 2012).
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Por otra parte, el gen IGJ codifica la cadena J de inmunoglobulina, que funciona como
proteina de unién de mondémeros IgM a pentdmeros y de monémeros de IgA a dimeros, dando
como resultado su ensamblaje y la secrecién del anticuerpo pentamérico IgM (Castro & Flajnik,
2014). Aunque la funcion de este gen en la LLA atn no ha sido definiday la informacion disponible
sobre su funcion biolégica en procesos tumorales es limitada, varios estudios han encontrado que
la sobreexpresion de este gen esté relacionada con el mal prondstico de pacientes con LLA en
diferentes poblaciones (Cruz-Rodriguez et al., 2016; Harvey et al., 2010; Hoffmann et al., 2008;
Jing & Li, 2019; Kang et al., 2010). Por lo anterior, en la ultima clasificacion de neoplasias
hematoldgicas definida por la OMS, se incluye una nueva categoria denominada Ph-like, que
corresponde a la firma de expresion de varios genes con relevancia prondstica, entre ellos el gen
IGJ (Arber et al., 2016; Harvey et al., 2010). Adicionalmente, en 2009 la sobreexpresion del gen
IGJ fue propuesto como un indicador pronéstico de metastasis en cancer colorrectal y en 2018 fue
incluido en un perfil de expresion génica con capacidad diagnostica para el cancer de pulmén no

microcitico (Jorissen et al., 2009; Kuo et al., 2018).

Varios estudios han reportado sobreexpresion del gen 1GJ en firmas de expresion
relacionadas con el desenlace clinico de diferentes poblaciones con LLA (Cruz-Rodriguez et al.,
2016; Harvey et al., 2010; Hoffmann et al., 2008; Jing & Li, 2019; Kang et al., 2010).
Adicionalmente, en 2009 el gen 1GJ fue propuesto como un indicador pronostico de metastasis en
cancer colorrectal (Jorissen et al., 2009). En 2018 fue incluido en un perfil de expresion génica con
capacidad diagnostica para el cancer de pulmén no microcitico (Kuo et al., 2018), mientras que en

2019 fue reportado en perfiles de resistencia de cancer de ovario (Z. Zhang et al., 2019). Sin
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embargo, ninguno de los estudios revisados sugiere un mecanismo funcional de 1GJ en los procesos

tumorales.

3.3 Lineas celulares y ADN recombinante en el estudio de la biologia del cancer

Las lineas celulares son un modelo valioso para el entendimiento de la biologia del cancer
(Ferreira et al., 2013; Matsuo & Drexler, 2004). Estos modelos celulares ofrecen ventajas de
manipulacion, accesibilidad e isogenicidad que no poseen los modelos animales (Ferreira et al.,
2013). Asi mismo, conllevan un menor control de las variables que puedan afectar los resultados,
menores implicaciones éticas para su uso y ofrecen la posibilidad de servir como plataforma para

la manipulacion genica (Wilding & Bodmer, 2014).

La aplicacion de las técnicas del ADN recombinante en lineas celulares ha permitido la
comprension de la biologia celular por medio del anélisis y la manipulacion genética (S. Khan et
al., 2016). La capacidad de controlar la expresion de casi cualquier gen a partir de secuencias
promotoras en modelos celulares ha establecido la base del conocimiento genético actual del cancer
(Gillet et al., 2013). No obstante, el método para realizar esta manipulacion genética depende del
objetivo de la investigacion (Kaufman, 2000). Los pasos generales para llevar a cabo la
manipulacion de la expresion de un gen exdgeno en un modelo celular son: disefiar las secuencias
del gen de interés, seleccionar el vector de clonacion y método de transfeccion adecuado, elegir el
tipo de expresion para el modelo y realizar una verificacion de funcionamiento ya sea por adquirir

resistencia a antibidticos o expresion de genes reporteros (Adachi et al., 2008; Kaufman, 2000).
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3.4 Composicion y expresion de secuencias génicas

La composicion minima de las secuencias necesarias para la expresion en el modelo celular
comprende regiones reguladoras y regiones codificantes (Hayat Khan, 2013). Los promotores se
componen de secuencias promotoras minimas o basales, secuencias donde se ensambla el complejo
de la ARN polimerasa Il y secuencias reguladoras donde se activa la polimerasa. Estas region
reguladora tiene como funcién modular la expresion de los genes que controlan y servir como
plataforma para la unién de factores de transcripcién (Hayat Khan, 2013). Se han empleado una
gran variedad de regiones promotoras y su uso depende de las necesidades de la investigacion, ya
sea para una expresion constitutiva o inducible (Kaufman, 2000). Los promotores constitutivos se
utilizan cuando se requiere que el gen de interés se exprese de manera constante y en niveles altos,
es decir, buscando una sobreexpresion (Kaufman, 2000). Mientras que los promotores inducibles

permiten aumentar la expresion de los genes en respuesta a un efector (Kaufman, 2000).

Una sobreexpresion génica de manera constitutiva es el objetivo de muchas investigaciones
con modelos celulares modificados (Xia et al., 2006). Para este propdsito, son utilizados
promotores virales como CMV, SV40, MSCV, entre otros o promotores eucariotas como EF-1a,
UBC, CAGG, entre otros (Qin et al., 2010). Entre los anteriores, el promotor temprano inmediato
del citomegalovirus humano (CMV) de 985 pb es la opcion més utilizada debido a su versatilidad
y fuerza para expresar genes transfectados (Xia et al., 2006; X. Yu et al., 2017). A pesar de que su
actividad puede ser inhibida completa o parcialmente en algunas lineas celulares debido a un
silenciamiento mediado por metilacion, los modelos celulares transitorios derivados de LLA-B no

han mostrado esta limitacion (Ono et al., 2009; Xia et al., 2006).
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Por otra parte, los modelos celulares con promotores inducibles también han permitido
grandes avances en la determinacion de la funcién de genes de interés gracias a la capacidad de ser
modulados en tiempo y espacio mediante el control del efector por parte del investigador (Wilding
& Bodmer, 2014). Se han identificado y adaptado varias secuencias promotoras que responden a
diferentes estimulos, pero no todas pueden ser utilizadas en modelos celulares, ya que algunos
estimulos pueden ser tan drasticos que pueden llegar a afectar por si mismos el comportamiento
del modelo celular (Kallunki et al., 2019; Kaufman, 2000). Por esta razén, se prefiere utilizar
aquellos sistemas que responden a moléculas clinicamente aceptadas como los antibiéticos, por
ejemplo, macrélidos, estreptogramina, tetraciclina, entre otros (Kallunki et al., 2019). El sistema
de silenciamiento o activacion por tetraciclina (Tet-off y Tet-on, respectivamente) se ha convertido
en el sistema mas utilizado para el estudio de expresion génica inducida (Das, Tenenbaum, et al.,
2016; Ono et al., 2009). A pesar de que ambos sistemas han mostrado ser suficientemente eficientes
en la induccion génica, el sistema Tet-on se prefiere ya que ofrece la posibilidad de mantener las
lineas celulares en medios suplementados sin tetraciclina (Das, Tenenbaum, et al., 2016; Das,
Zhou, et al., 2016). Ademas, se ha reportado que el sistema Tet-on puede inducir una transcripcion

génica en niveles comparables a los obtenidos con promotores constitutivos (Qin et al., 2010).

El sistema Tet-on estd basado en el mecanismo de resistencia de la bacteria Escherichia
coli a la tetraciclina mediada por el transposon Tn10 y se compone de un elemento regulado por la
tetraciclina (TRE), un promotor basal CMV, un transactivador reverso (rtTA) y un analogo de la
tetraciclina (Fig. 1). El promotor Tet-on es una secuencia artificial compuesta por siete repeticiones
de la secuencia del operador de tetraciclina (tetO) unido a una secuencia minima del promotor de

CMV. El transactivador reverso es una modificacion del represor de tetraciclina (TetR) que tiene
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fusionado un dominio de activacion transcripcional VP16 o variantes de este, proveniente del virus
Herpes simplex. El agente inductor puede ser tetraciclina o su derivado, doxiciclina (Zhou et al.,
2006). Una vez agregado el agente inductor al medio, éste se unira al rtTA provocando un cambio
conformacional que le permitira unirse a las secuencias operadoras de la region TRE, y se de esta
manera activara la expresion del gen de interés (Das, Tenenbaum, et al., 2016; Das, Zhou, et al.,

2016; Zhou et al., 2006).

Figura 1.

Mecanismo de funcionamiento del sistema inducible Tet-on.

Tetraciclina/Doxiciclina +—

VP16« A A A
rtTA

B e

tetO
(7 repeticiones)

rtTA: transactivador reverso dependiente de tetraciclina. VP16: Dominio de activacion transcripcional. TetR:
represor de tetraciclina. tetO: operador de tetraciclina. CMV min: secuencia minima del promotor de CMV. ARN

Pol I1: ARN polimerasa Il. Gen: gen de interés.

3.5 Herramientas de clonacion de multiples genes en un vector policistronico

Una vez generado el componente regulatorio, es necesario definir el (los) genes que se
desean regular. La regién codificante puede ser monicistrénica o policistronica y es seguida de una
secuencia de poliadenilacion. Aungue en eucariotas los ARN mensajeros policistronicos no son
comunes, estos se pueden generar mediante ingenieria genética incluyendo secuencias virales o

secuencias interna de unidn a ribosomas (Karginov et al., 2017; Szymczak et al., 2004). El uso de
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estas secuencias permite obtener una expresion simultanea de multiples genes porque las proteinas
codificadas se generan en un mismo evento traduccional, ya que se encuentran en el mismo ARN
mensajero. De esta manera se ha logrado realizar una disminucion de la variabilidad que podria
presentarse al realizar una transfeccion individual de cada gen utilizando vectores independientes
(Karginov et al., 2017). Hasta el momento, se han implementado dos tipos de secuencias para
generar vectores policistronicos en el laboratorio, los Sitios Internos de Entrada al Ribosoma

(IRES) y las secuencias de péptidos 2A (Komar & Hatzoglou, 2011; Szymczak et al., 2004).

Las secuencias IRES han sido descritas en las familias Picornaviridae, Retroviridae,
Flaviviridae y algunos genes eucariotas relacionados con la proteccion a estrés y muerte celular
(Komar & Hatzoglou, 2011; Mailliot & Martin, 2018). Los IRES poseen una longitud de
aproximadamente 600pb y funcionan como plataforma independiente para el complejo proteico
iniciador del proceso de traduccién sin requerir el reconocimiento de la estructura cap-5’(Komar
& Hatzoglou, 2011). Hasta el momento, se han encontrado cuatro clases de IRES virales que
pueden o no requerir los factores de iniciacion eucariota (elF) para el ensamblaje del complejo,
mientras que los IRES humanos aln continGan en proceso de estudio (Komar & Hatzoglou, 2011;

Mailliot & Martin, 2018).

Por otra parte, los péptidos de clivaje 2A son secuencias de aproximadamente 80pb
descubiertas en las familias Picornaviridae y Tetraviridae (Szymczak-Workman et al., 2012;
Szymczak et al., 2004). Se ha determinado que cuando el ribosoma reconoce esta secuencia, se
produce un “salto ribosomal” que interrumpe la formacion del enlace peptidico, liberando el

polipéptido amino terminal y permitiendo la continuacion de la sintesis del polipéptido
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carboxiterminal. (Szymczak-Workman et al., 2012; Szymczak et al., 2004). Este clivaje se da
especificamente entre productos altamente conservados de la regién carboxilo terminal entre los
residuos de glicina y prolina (Szymczak-Workman et al., 2012). Actualmente, se han identificado
cuatro secuencias de péptidos: tres de la familia Picornaviridae (F2A, E2A y P2A) y uno de la
familia Tetraviridae (T2A), todos con capacidad de clivaje similar (Szymczak-Workman et al.,
2012). Si bien las secuencias IRES y 2A han mostrado una correlacion significativa en su funcion
(S. Leeetal., 2019), algunos investigadores han expresado que la menor longitud de las secuencias
2A es una gran ventaja para su empleo en vectores de transfeccion, por lo cual su uso en esas areas

ha aumentado en los ultimos afios (Hofacre et al., 2017).

3.6 Vectores de Clonacion

Posterior a la eleccion de las secuencias génicas, es necesario elegir el tipo de vector mas
adecuado para entregar el ADN recombinante y modificar la linea celular. Existen dos métodos
para la internalizacion de material genético a células eucariotas: la transduccion con vectores
virales y la transfeccién de vectores no virales (Hayat Khan, 2013). Adenovirus, Retrovirus,
Vaccinia y Baculovirus son las especies y familias virales méas utilizadas como vectores (Hayat
Khan, 2013). Mientras que, en los vectores no virales, encontramos ADN desnudo,
oligonucledtidos, plasmidos y sus subsecuentes minimizaciones de tamafio a elementos como los

pCOR (plasmidos con origen de replicacion condicional) (Hardee et al., 2017).

Si bien los vectores de clonacion viral han mostrado ser los mas utilizados y mas eficientes
en la transfeccion de células de mamiferos, recientemente se ha evidenciado un reemplazo

paulatino hacia los vectores no virales (Hardee et al., 2017; Kaufman, 2000). Lo anterior se debe
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a que los vectores no virales no requieren niveles de bioseguridad especial para su manipulacion
ademas de inducir baja mutagénesis y toxicidad celular (Hardee et al., 2017). Hasta el momento,
los plasmidos modificados de origen bacteriano son los més empleados para el estudio de cancer
debido a su bajo costo y relativa facilidad de produccién, transporte, almacenamiento y
manipulacion (Hardee et al., 2017; Kaufman, 2000; Maeder & Gersbach, 2016). Sin embargo, un
aspecto importante de todos los vectores no virales es la necesidad de utilizar mecanismos de
entrega al interior de la célula, ya sea agentes fisicos como electroporacion o agentes quimicos

como liposomas, entre muchos otros (Kaufman, 2000; K. Khan, 2010).

La transfeccion por electroporacién implica inducir un pulso eléctrico que produce poros
transitorios en la membrana celular para la entrada del material genético (K. Khan, 2010). Mientras
que, los liposomas son pequefias vesiculas lipidicas artificiales que albergan en su interior el
material genético a transfectar que cuando entran en contacto con la membrana celular se fusionan
y liberan su contenido dentro de la célula (K. Khan, 2010). Si bien cada uno de estos medios tiene
ventajas y desventajas, la lipofeccién han mostrado que, a pesar de lograr un menor porcentaje de
transfeccidn, producen menor toxicidad celular que los otros medios (K. Khan, 2010; T. K. Kim
& Eberwine, 2010). Aungue se ha reportado que este método puede ser ineficiente en células en

suspension (Basiouni et al., 2012).

3.7 Modelo celular transitorio vs estable
Una vez transfectado el material genético, la expresion resultante puede ser transitoria o
estable y depende del tipo de vector empleado (Kaufman, 2000). El primero se utiliza para

investigaciones donde se requiera evaluar la expresion de los genes en un periodo de tiempo corto,
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mientras que un modelo estable o “integrado” al genoma, es necesario cuando se requiere un

seguimiento a largo plazo (Kaufman, 2000).

En los ultimos afios, el uso de transposones o “genes saltarines” ha surgido como una
opcion viable para la integracion de material genético exdgeno en células eucariotas (X. Huang et
al., 2010). De manera general, estos sistemas de integracion se basan en el principio de “cortar y
pegar”. En esencia, se componen de una enzima transposasa y de un fragmento de ADN flanqueado
por secuencias reconocidas por la transposasa. Al reconocer estas secuencias, la transposasa
genera cortes de doble cadena en el ADN, libera el fragmento y lo integra de manera aleatoria en
el genoma celular (X. Huang et al., 2010). Hasta el momento, los tres sistemas transposasa mas

empleados son Sleeping Beauty, PiggyBac y Tol2.

El sistema Sleeping beauty (SB) es un sistema reconstruido con base en secuencias de
transposones inactivos de la superfamilia Tc1l/mariner (K. Khan, 2010). Recibi6 el nombre de uno
de los famosos cuentos de los hermanos Grimm debido a su largo “suefio” antes de su
descubrimiento y activacion (Hudecek et al., 2017). Con el paso de los afios se han hecho varias
modificaciones de los aminodcidos de su transposasa con el fin de aumentar su actividad y
eficiencia. Actualmente, la variante més activa es la SB100X, la cual consta de dos secuencias
terminales invertidas repetidas (TIRs) de longitud variable a cada lado del gen mdvil y una
transposasa con modificaciones en sus sitios de reconocimiento hacia 5’ y 3’que integra en

secuencias TA (Hudecek et al., 2017).
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Por otra parte, el sistema Piggybac (PB) fue aislado de la oruga de la col (Trichoplusia ni)
aungue fue identificado por primera vez en el baculovirus, por lo cual recibi6 ese nombre (S. Zhao
et al., 2016). De manera similar al SB, este sistema se compone de secuencias de reconocimiento
TIRs y una transposasa que integrara los genes en regiones con secuencias TTAA (S. Zhao et al.,

2016).

Finalmente, el sistema Tol2 transposasa, aislado del pez medaka (Oryzias latipes) en 1996
(Kawakami, 2007), fue el primer transposon activo aislado de un organismo vertebrado y de
manera particular, comparte caracteristicas estructurales con las transposasas hAT (Ni et al., 2016).
El sistema Tol2 se compone de una enzima transposasa que reconoce secuencias TIRs y realiza
integraciones en sitios de inicio de la transcripcion, islas CpG vy sitios sensibles a la DNasal,
ademas de una crear una duplicacién de 8pb adyacentes al elemento génico integrado (X. Huang

et al., 2010; Kawakami, 2007).

En todos estos sistemas la eficiencia de transposicion es inversamente proporcional al
tamario del inserto a movilizar (X. Huang et al., 2010). Se ha reportado que el sistema Tol2 tiene
una capacidad limite de carga de 200kb, aunque después de 11kb su actividad disminuye
considerablemente (Kawakami, 2007; Tsukahara et al., 2015). El sistema PB cuenta con un limite
de 150kb y presenta disminucion de actividad en aproximadamente en 14kb y para SB no se ha
establecido su capacidad maxima pero su actividad es afectada con secuencias mayores a 5kb,
ademas de tener una inhibicion por altas concentraciones de su enzima transposasa (X. Huang et
al., 2010; Tsukahara et al., 2015; S. Zhao et al., 2016). Cada sistema ha sido evaluado en

investigaciones de modificacion de linfocitos T con receptores de antigenos quiméricos y los
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resultados han sido satisfactorios (Chicaybam et al., 2013; Morita et al., 2018; Tsukahara et al.,
2015). No obstante, se ha propuesto al sistema Tol2 transposasa para estudios de terapia génica
gracias a su gran capacidad de almacenamiento y por no presentar inhibicion a altas
concentraciones de la enzima transposasa (X. Huang et al., 2010; Kawakami, 2007; Tsukahara et

al., 2015).

3.8 Otras alternativas para la manipulacion del genoma celular y expresion génica

Como es de amplio conocimiento, las transposasas no son consideradas como herramientas
para la edicion génica debido a que Unicamente se centran en la integracion de transposones
semialeatoria en el genoma. Con los afios se han desarrollado herramientas, entre las cuales el
sistema de endonucleasas de Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas (CRISPR-Cas, por sus siglas en inglés) han mostrado los mejores resultados en
esta area (L. Chen et al., 2014; Maeder & Gersbach, 2016; Moon et al., 2019; Osborn et al., 2016).
Precisamente, el sistema CRISPR-Cas ha sido preferido sobre las otras opciones debido a sus
caracteristicas de alta eficiencia y especificidad, insensibilidad a sitios de metilacion, baja
complejidad para su construccion, entre otras (Tabla 1) (L. Chen et al., 2014; Maeder & Gersbach,

2016; Moon et al., 2019; Osborn et al., 2016).
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Tabla 1.

Comparacion entre los mecanismos de edicion génica

Mecanismos de edicion Ventajas Desventajas

génica

Dedos de Zinc (DZ)  Permeables a membrana Alta complejidad para su
celular construccion, baja especificidad y

capacidad de direccionamiento

TALEN Alta especificidad, mayor que Mayor tamafio que los DZ vy
los dedos de zinc dificultad para almacenamiento en

vectores virales

Meganucleasas Tamafo pequefio Superposicion en forma y funcion,
baja especificidad y construccion

compleja

CRISPR-Cas Construccion  relativamente Requerimiento de secuencia PAM
sencilla, alta especificidad y parasu funcion
no es sensible a sitios de

metilacién

Se han desarrollado algunas variaciones del sistema CRISPR-Cas. Dos de ellas, se
presentan como opciones viables para establecer los modelos celulares requeridos para el
desarrollo de esta propuesta. La primera es el sistema de activacion o CRISPRa, esta variacion se

compone de una enzima Cas9 de Streptococcus pyogenes con una alteracion en su capacidad
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endonucleasa (Conocida como Cas9 “muerta” o dCas9), manteniendo su especificidad al usar el
ARN guia (gQRNA) y adicionandole médulos de activacion (Xu & Qi, 2019). Entre estos médulos,
podemos encontrar la proteina VP16 del virus del Herpes simplex, multiples copias de la proteina
VP16 (VP64 o VP160) o el dominio transactivador del factor nuclear kappa B (p65), los cuales
han sido exitosamente utilizados con este sistema (Xu & Qi, 2019). Esta estrategia es una opcion
viable que permite activacion multiple y simultanea de los genes ID1, ID3 e IGJ enddgenos con

una menor modificacién del genoma celular en comparacién con otras metodologias.

La segunda opcion, es el uso del sistema de CRISPR-Cas convencional dirigido a un punto
especifico del genoma celular. En 2015, Oceguera-Yanez y colaboradores reportaron la insercion
exitosa de materia genético exdgeno sin alteraciones de la funcion celular normal, en el sitio de
integracién 1 de los virus adeno-asociados (AAVS1) en el gen PPP1R12C, ubicado en el
cromosoma 19 (Oceguera-Yanez et al., 2016). Esta investigacion propuso la region AAVS1 como
un sitio seguro en el genoma para la insercién de transgenes o ADN recombinante. Y desde
entonces, ha sido utilizado en varios estudios de manera exitosa (Castano et al., 2017; Keller et al.,

2019; Lyu et al., 2018).

3.9 Aplicacidn de los modelos celulares genéticamente modificados en LLA-B

En los ultimos afios, la modificacion genética de modelos celulares ha permitido grandes
avances en el estudio de la funcion de los genes asociados a los procesos tumorales de la LLA-B.
Esto se debe a que las investigaciones ya no se limitan a realizar un reporte de asociacion sino
intentan encontrar el papel que cumplen estos genes en el proceso leucémico. Por ejemplo, gracias

a estos modelos celulares, actualmente se sabe que la quinasa ZAP70 induce la migracion de las
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células de LLA-B al SNC por medio de la modulacion de la expresion de moléculas de adherencia
y receptores de quimioquinas (Alsadeq et al., 2017). Asi mismo, se ha visto que la proteina A20
promueve la proliferacion celular e induce quimioresistencia por la inhibicion de la apoptosis
mediada por Bcl-2 (S. Chen et al., 2015). De igual manera, estos modelos han permitido conocer
nuevos procesos celulares relacionados con genes reportados desde hace afos, por ejemplo, un
aumento de la proliferacion celular influenciada por RUNX1 y FUBP1 sobre el oncogén c-Kit
(Debaize et al., 2018) o la induccién del remodelamiento estructural de la cromatina por parte del

factor de transcripcion IKAROS junto con el complejo HDAC1 (Song et al., 2016).

Por otra parte, los modelos celulares también han permitido estudiar procesos que en
pacientes o0 modelos animales seria muy complicado evaluar. Como la posibilidad de que la fusion
MLL-AF4 se origine en un progenitor hemato-endotelial durante la fase embrionaria humana
(Bueno et al., 2019), asi como la proteccion que podria ofrecer el microambiente hematopoyético
a las células leucémicas por medio de la via de sefializacion BCL6 (Slone et al., 2016), 0 un
aumento en la acetilacion H3K27 de las histonas dada por la sobreexpresion del gen HMGNL1 en

pacientes con Sindrome de Down (Mowery et al., 2018).

Como punto final, es preciso mencionar que la modificacion genética de modelos celulares
ha facilitado el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento o revision de los esquemas de
quimioterapia. Por ejemplo, se ha restaurado la diferenciacion inmunofenotipica, morfologicay se
ha reducido el potencial replicativo de las celulas de LLA-B con mutaciones en PAX5 mediante la
sobreexpresion de los genes PAX2 y PAX8 (Hart et al., 2018). Adicionalmente, la inclusion de

agentes quimioterapéuticos dirigidos hacia el receptor tipo tirosina quinasa Mer, cuyas alteraciones
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no habian sido reportadas en la LLA-B (Linger et al., 2013), o el cambio de los esquemas de
quimioterapia a los pacientes que presentan modificaciones epigenéticas producidas por la pérdida

del gen TBL1XR1, las cuales otorgan resistencia a los glucocorticoides (Jones et al., 2014).

4. Materiales y Métodos

4.1 Transformacion Bacteriana

Las transformaciones plasmidicas se realizaron en la cepa bacteriana E. coli NEB 5-alpha
(New England Biolabs) siguiendo el protocolo establecido por el fabricante para el método de
choque térmico. Las bacterias fueron crecidas en cajas de medio LB agar suplementados con 100
pg/mL de ampicilina. Una vez verificada la transformacion del plasmido en las bacterias, se realizo
la extraccion del material genético de una Unidad Formadora de Colonia (UFC) utilizando kits
comerciales de Mini, Midi o Maxiprep dependiendo de los requerimientos. La cantidad y calidad
del material genético aislado se determind por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1%y
mediciones en el equipo Nanodrop One (Thermo scientific). Adicionalmente, se hicieron
digestiones con enzimas de restriccion con el fin de verificar el patron de corte de los plasmidos

obtenidos.

4.2 Manipulacion de las bacterias experimentales

Las bacterias transformadas y no transformadas a emplear se catalogan como riesgo
biolégico nivel 1, por lo tanto, se manejaron en los mesones de trabajo del laboratorio bajo
condiciones de esterilidad. El crecimiento de las bacterias se realizd en incubadoras a una
temperatura de 37°C en atmosfera seca, mientras que el almacenamiento se realizd en neveras a

4°C destinadas para este proposito. Los desechos liquidos fueron tratados con una solucion de
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hipoclorito de sodio (5.000 ppm) y descartados de acuerdo con los protocolos estandarizados por
la Universidad. EI material desechable utilizado para los procesos fue descartado en bolsa roja y
entregado al personal de manejo de residuos peligrosos de la facultad de salud seguin las
recomendaciones del Plan de Gestion Integral de Residuos (PGIR). Finalmente, el material
reutilizable fue autoclavado por presion térmica dentro de las instalaciones del laboratorio central

de investigaciones.

4.3 Disefio y construccién del cassette policistronico de genes

El cassette policistronico fue disefiado de tal manera que cada uno de los genes de intereés,
(ID1, ID3 e IGJ) estaba precedido por los péptidos etiqueta His, Myc y HA, respectivamente, para
facilitar la deteccion proteica usando anticuerpos comerciales (Young et al., 2012). Los genes ID1-
ID3 e ID3-1GJ fueron separados por las secuencias codificadoras del péptido P2A. El disefio se
realiz6 utilizando el software de licencia libre Snapgene® Viewer version 4.3.9 (GSL Biotech;

Disponible en: snapgene.com). Ademas, este software permitid la visualizacion de las secuencias

necesarias para cumplir con las especificaciones del modelo celular y los sitios de restriccion que
se requerian para el mismo. La sintesis del cassette se realiz6 por servicios comerciales de sintesis

de ADN con la empresa CIDEPRO (Medellin, Colombia).

El plasmido sintetizado posee un tamafio de 4327 pb y se denomin6 pUC57 ID1/ID3/1GJ.
Consta del cassette de genes sin promotor (Fig. 2) y los elementos necesarios para su

transformacion en bacterias quimiocompetentes (Fig. 3).


https://www.snapgene.com/
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Figura 2.

Cassette de genes ID1/ID3/IGJ.

P24 Myc P2A HA
io1 D) - >-() - R

Cassette
1560 bp

6xHis (Azul): péptido etiqueta His (18 pb). ID1 (Rosado): Inhibidor de unién al ADN 1 (461 pb). P2A (Lila): péptido de
autoclivaje P2A (57 pb). Myc (Azul): péptido etiqueta Myc (30 pb). ID3 (Naranja): Inhibidor de unién al ADN 3 (354 pb). HA

(Verde): péptido etiqueta HA (27 pb). 1GJ (Rojo): gen de la cadena J de inmunoglobulina (475 pb).

Figura 3.

Estructura completa del plasmido pUC57 ID1/ID3/1GJ.

AmphR AmpR_promoter
[

T61-103-167 cassette P
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pUCS7 ID1ID3IG] + primers.
4327 bp

6xHis (Azul): péptido etiqueta His. ID1 (Rosado): Inhibidor de union al ADN 1. P2A (Lila): péptido de autoclivaje P2A. Myc
(Azul): péptido etiqueta Myc. ID3 (Naranja): Inhibidor de union al ADN 3. HA (Verde): péptido etiqueta HA. 1GJ (Rojo): gen
de la cadena J de inmunoglobulina. Ori (Amarillo): origen bacteriano. AmpR (Verde): gen de resistencia a ampicilina. AmpR

promoter (Blanco): promotor del gen de resistencia a ampicilina.

4.4 Construccion del plasmido del sistema constitutivo (pSC)

El plasmido de expresion constitutivo se baso en plasmido vector pST CMV IFNK 3xpolyA
EFla GFP 2A Puro, previamente adquirido por el grupo de investigacion (Fig. 4). Este plasmido
esta constituido por el promotor de los genes tempranos-intermedios del Citomegalovirus Humano
(pPCMV), las secuencias de reconocimiento Tol2 y un cassette reportero que consiste en el promotor

constitutivo EF-1a (Xiaoyin Wang et al., 2017), un policistron que porta el gen de resistencia a
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puromicina y el gen de la proteina GFP, separados por la secuencia codificante del péptido T2A 'y

una secuencia de poliadenilacion.

Figura 4.

Estructura completa del plasmido pST CMV IFNk 3xpolyA EFla GFP 2A Puro.

PuroR pac from Streptomyces alboniger)
[2A peptide from Thosea asigna virus capsidprotein| SV40 poly(A) signal
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pST CMV ifnK 3xpolyA EFla GFP 2A puro
9037 bp

AmpR promoter (Blanco): promotor del gen de resistencia a ampicilina. AmpR (Verde): gen de resistencia a ampicilina. Ori
(Amarillo): origen bacteriano. 536_bp_of _Tol2_3’_end (Gris): Sitio de reconocimiento para enzima Tol2. CMV promoter
(Blanco): promotor de los genes tempranos-intermedios del Citomegalovirus Humano. IFNK (Fucsia): gen de interferén kappa.
Poly(A) site (Gris): secuencia de poliadenilacién. EF-1a promoter (Blanco): promotor constitutivo EF-1a. GFP (Verde):
proteina verde fluorescente. 2A peptide (Lila): péptido de autoclivaje T2A. PuroR (Fucsia): Gen de resistencia a puromicina.
SV40 poly(A) signal (Gris): secuencia de poliadenilacion. 517_bp_of _Tol2_5’_end (Gris): Sitio de reconocimiento para enzima

Tol2. F1 ori (Amarillo): origen bacteriano

El cassette de genes (ID1-1D3-1GJ) fue amplificado con los primers NC fwd y
rev (Tabla 2) que permitieron por una parte crear el sitio BamHI en 5’ y por otro lado utilizar el
sitio Xhol en 3’ situado antes del terminador que se encontraba en la secuencia del plasmido.
Posteriormente, se realizd su clonacion al vector intermedio pMiniT utilizando el NEB® PCR
Cloning Kit (New England Biolabs). Esta ligacion se transformo en bacterias E. coli NEB 5-alpha
quimiocompetentes, se realizé la extraccion y digestion con las enzimas Xhol y BamHI de manera
secuencial. Paralelamente, el plasmido vector pST CMV IFNk también fue digerido con las

enzimas BamHI y Xhol para eliminar el gen de IFNK, se purificé la banda con tamafio de 9000pb
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aproximadamente usando kits comerciales y finalmente se realizo la ligacion del cassette con el
vector por medio de la enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs). La ligacion de fragmentos
fue transformada en bacterias E. coli NEB 5-alpha quimiocompetentes y las colonias resistentes

fueron lisadas para la extraccion plasmidica con el fin de verificar la identidad del plasmido.

Tabla 2.

Primers utilizados para la construccion de los plasmidos recombinantes

Nombre Sentido Secuencia

NC Fwd 5’-AATTTggatccgatatcggtaccCATGCATCACCATCACCATCACG-3’

NC Rev 5’-CACAGGAAACAGCTATGACCATG-3’

TRE Fwd 5’- CATGGTCATAGCTGTgtcgacCAGACATGATAAGATACATTGATGAG-3’

TRE Rev 5’- AACAATAGGCGAGTGTTggatccgagctcTTTACGAGGGTAGGAAGTGGTACG-3°

La identidad del plasmido fue confirmada por secuenciacién y por los andlisis de restriccion
con las mismas enzimas usadas para la clonacion inicial. En la figura 5, panel 5A se presenta el
plasmido esperado y la digestion in silico usando las enzimas BamHI y Xhol. En el panel 5B se
observan los resultados obtenidos de la digestion de los plasmidos aislados de diversas colonias
provenientes de la ligacidn, confirmando el patrén esperado. El esquema del plasmido del sistema
constitutivo se muestra en la figura 6 (ver descripcion completa en el epigrafe de la figura). Asi
mismo, la secuenciacion indicd valores superiores a 90% de identidad al compararse con la

secuencia esperada. El plasmido resultante se denominé plasmido del sistema constitutivo (pSC).



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS CELULARES DE LLA-B 43

Figura 5.
Comparacion de los resultados esperados (A) y obtenidos (B) del anélisis de restriccion del

pldsmido kit F1 (pSC) con enzimas BamHI y Xhol junto a sus clones recombinantes.
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Figura 6.
Estructura completa del plasmido del sistema constitutivo (pSC).
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AmpR promoter (Blanco): promotor del gen de resistencia a ampicilina. AmpR (Verde): gen de resistencia a ampicilina. Ori

(Amarillo): origen bacteriano. Tol2 3’ end (Azul): Sitio de reconocimiento para enzima Tol2. CMV promoter (Blanco): promotor

de los genes tempranos-intermedios del Citomegalovirus Humano. 6xHis (Azul): péptido etiqueta His. ID1 (Rosado): Inhibidor

de union al ADN 1. P2A (Lila): péptido de autoclivaje P2A. Myc (Azul): péptido etiqueta Myc. ID3 (Naranja): Inhibidor de

union al ADN 3. HA (Verde): péptido etiqueta HA. 1GJ (Rojo): gen de la cadena J de inmunoglobulina. Poly(A) site (Gris):

secuencia de poliadenilacion. EF-1a core promoter (Blanco): promotor constitutivo EF-1a. GFP (Verde): proteina verde

fluorescente. T2A (Lila): péptido de autoclivaje T2A. PuroR (Marrdn): Gen de resistencia a puromicina. SV40 poly(A) signal

(Gris): secuencia de poliadenilacion. Tol2 5° end (Azul): Sitio de reconocimiento para enzima Tol2. F1 ori (Amarillo):

bacteriano

origen
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4.5 Construccion del plasmido del sistema inducible (pSl)

El plasmido del modelo de sobreexpresion inducible también se realiz6 a partir del vector
pST CMV IFNk 3xplyA EFla GFP 2A Puro. Usando como molde el plasmido AAV1 Puro tet3G
3XFLAG Twin Strep (Addgene, 92099), se amplificd una regién de ADN que comprende la
secuencia polyA SV40, la secuencia codificante de la proteina transactivadora reversa Tet-On 3G
y el promotor bidireccional TRE3G del plasmido. Los primers TRE disefiados (Tabla 2) usados
en la PCR incluian sitios de corte para las enzimas de restriccion Sall y BamHI necesarios para
insertar este fragmento y reemplazar el pCMV del plasmido pST CMV IFNK. Este plasmido
intermedio se denomind pDR2. Posteriormente, se reemplazé el gen IFNk del pDR2 por el cassette
del policistron ID1/ID3/1GJ mas la region poliadenilacion extraidos del pSC usando las enzimas
BamHI y Notl. La ligacién de fragmentos fue transformada en bacterias E. coli NEB 5-alpha
quimiocompetentes y las colonias resistentes fueron lisadas para la extraccion plasmidica con el

fin de verificar la identidad del plasmido.

De manera similar al sistema constitutivo, la identidad del plasmido fue confirmada por
secuenciacion y por los andlisis de restriccion, esta vez con la enzima de restriccion EcoRl. En la
figura 7, panel 7A se presenta el plasmido esperado y la digestién in silico usando EcoRlI, que
corta en un sitio interno en el cassette de genes y un sitio entre el promotor bidireccional y la
proteina rtTA 'y libera un fragmento de aproximadamente 1500 pb. En el panel 7B se observan los
resultados obtenidos de la digestion de diversos plasmidos aislados, confirmando el patron
esperado. El esquema del plasmido del sistema inducible se muestra en la figura 8 (ver descripcion

completa en el epigrafe de la figura). Asi mismo, la secuenciacion indico valores superiores a 90%
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de identidad al compararse con la secuencia esperada. El pldsmido resultante fue denominado

pldsmido del sistema inducible (pSl).

Figura 7.
Comparacion de los resultados esperados (A) y obtenidos (B) del andlisis de restriccion del

plasmido pSI con la enzima EcoRl junto a sus clones recombinantes

3,0 Kb
2,0Kb
1,5 Kb

1,0 Kb

0,5 kb

A: No digerido B: Digerido

Figura 8.

Estructura completa del plasmido del sistema inducible (pSl).

TRE3G BI promoter:

Tet-On® 3G Myc| (103 SV40 Poly(A) signal
SV40 poly(a) signal (P2A) (P2A) EF 1a core promater
AmpR promoter AmpR Gles HA T2A f1 ori
see d orl_ [} m| poly(A) site_ _ GFP >m TH osee
pPSI2 (pSI)

10.324 bp

AmpR promoter (Blanco): promotor del gen de resistencia a ampicilina. AmpR (Verde): gen de resistencia a ampicilina. Ori
(Amarillo): origen bacteriano. Tol2 3 end (Azul): Sitio de reconocimiento para enzima Tol2. SV40 poly(A) signal (Gris):
secuencia de poliadenilacién. Tet-On ® 3G (Purpura): proteina transactivadora reversa dependiente de tetraciclina de tercera
generacion. TRE3G BI promoter (Blanco): promotor bidireccional TRE3G. 6xHis (Azul): péptido etiqueta His. ID1 (Rosado):

Inhibidor de unién al ADN 1. P2A (Lila): péptido de autoclivaje P2A. Myc (Azul): péptido etiqueta Myc. ID3 (Naranja): Inhibidor
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de union al ADN 3. HA (Verde): péptido etiqueta HA. 1GJ (Rojo): gen de la cadena J de inmunoglobulina. Poly(A) site (Gris):
secuencia de poliadenilacion. EF-1a core promoter (Blanco): promotor constitutivo EF-1a. GFP (Verde): proteina verde
fluorescente. T2A (Lila): péptido de autoclivaje T2A. PuroR (Marrén): Gen de resistencia a puromicina. Tol2 5’ end (Azul):

Sitio de reconocimiento para enzima Tol2. F1 ori (Amarillo): origen bacteriano.

4.6 Disefio de integracion gendémica
Para la obtener modelos celulares integrados se realizo la cotransfeccion con el plasmido

pCS2-Tol2 transposasa (Tol2), previamente adquirido por el grupo de investigacion (Fig. 9).

Figura 9.

Estructura completa del plasmido pCS2-Tol2 transposasa (Tol2).

poly(A) site AmpR AmpR promoter:

S - L [ -
T T R S — b T

pCS2-Tol2 transposasa
5034 bp

CMV promoter (Blanco): promotor de los genes tempranos-intermedios del Citomegalovirus Humano. Tol2
transposase (Fucsia): gen de la enzima Tol2 transposasa. Poly(A) site (Gris): secuencia de poliadenilacién. Ori (Amarillo):
origen bacteriano. AmpR (Verde): gen de resistencia a ampicilina. AmpR promoter (Blanco): promotor del gen de resistencia a

ampicilina. F1 ori (Amarillo): origen bacteriano

4.7 Lineas Celulares

Los modelos de expresion se establecieron en la linea celular comercial NALM-6 (LLA-
B) (DSMZ, ACC 128), pero los protocolos de transfeccion fueron estandarizados previamente en
la linea celular adherente 293T (Donacién del Dr. Bladimiro Rincon). Ambas lineas celulares se
incubaron a una temperatura de 37°C con 5% de CO2 y atmosfera himeda. Para su cultivo se utilizd

el medio RPMI-1640 (LONZA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO) y 1% de
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Solucién de Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B (LONZA). El mantenimiento de las lineas
se realiz6 cada 2 dias haciendo pases a nuevas cajas o congelando alicuotas a -80°C, segun se
requeria. Diariamente se evaluo el porcentaje de confluencia celular para la linea celular 293T,
mientras que para la linea NALM-6 se determind el porcentaje de viabilidad y recuento celular

utilizando el colorante azul de tripan (GIBCO).

4.8 Transfeccion celular para la integracion genémica eucariota
4.8.1 Lipofeccion de las lineas celulares

La transfeccion de los plasmidos recombinantes pSC y pSl en las lineas celulares 293T y
NALM-6 se realizd, en primera medida, por el método de lipofeccion usando el Kit
Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (Invitrogen). 300.000 células 293T/pozo o 500.000
células NALM-6/pozo en placa de 24 pozos fueron cotransfectadas con 500 ng del plasmido del
modelo de expresion (pSC o pSl) y 500 ng del plasmido pCS2-Tol2 transposasa (Tol2), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Posteriormente, las células fueron cultivadas en medio
suplementado con puromicina para seleccionar las células transfectadas. Para identificar la dosis
optima de antibidtico de seleccidn, se realiz6 una curva de toxicidad para cada linea celular con
concentraciones crecientes de diclorhidrato de puromicina (TOCRIS) (0,05 — 5,00 pg/mL)
adicionadas al medio de cultivo. La dosis optima de puromicina fue la concentracién minima de
antibiotico en la cual el 100% de las células no transfectadas mueren tras una semana de incubacion
con el farmaco y no presenta una toxicidad visual en los primeros 2-3 dias de incubacion. Para la
linea celular 293T se determind la concentracion de 1 ng/mL de puromicinay para la linea celular

NALM-6 se utiliz6 la concentracion de 0,15 pg/mL de puromicina.
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4.8.2 Electroporacion de la linea NALM-6

La electroporacion de la linea NALM-6 se realiz6 en el equipo Gene Pulser Xcell
electroporation system (Biorad). En una cubeta de 0,4 cm (Biorad), se resuspendieron 10 células
NALM-6 con 10 pg del plasmido de sistema de expresion (pSC o pSl) y 10 ug del plasmido pCS2-
Tol2 transposasa (Tol2), para un volumen final de 500 pl de medio RPMI-1640 (GIBCO) sin suero
fetal bovino. Se uso6 un protocolo manual basado en capacitancia 950 uF, 320 V y resistencia co en
el equipo de electroporacion. Se determind la viabilidad por tincién con azul de tripan, antes y 1

hora después del proceso.

4.9 Separacion de las poblaciones celulares en suspension por viabilidad

Se prepararon 2 mL de una solucion B compuesta por una relacion 0,45:0,55 de Optiprep
(SIGMA) con medio RPMI-1640 suplementado con 10% de SFB sin antibiotico respectivamente.
Luego se dispensaron 5 mL de cultivo celular y se centrifug6 a 2.000 rpm por 20 min a 20°C
(Aceleracion 7y desaceleracion 3). Se retird la capa de células y se resuspendié en medio de cultivo
suplementado para continuar su incubacion a 37°C con 5% de CO; y atmosfera himeda. Se
determind la viabilidad celular antes y después de realizar el protocolo utilizando el colorante azul

de tripan (GIBCO).

4.10 Anélisis de la expresion de fluorescencia por microscopia y citometria de flujo

La expresion de la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) permitio
identificar a las células viables transfectadas con los plasmidos recombinantes utilizando el filtro
488 del microscopio de fluorescencia Zeiss Axiolab inkl. Fototubus (Zeiss). Con el fin de

confirmar la expresion de fluorescencia y evitar sesgos por detritos celulares, los modelos celulares
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NALM-6 fueron analizadas por el canal FITC del citometro de fluyjo BD FACSCanto™ II Cell
Analyzer (BD). 20 pL de los modelos celulares NALM-6 se diluyeron en 200 pL de buffer PBS 1X
y se procesaron por el citometro de flujo. Los resultados fueron analizados con el programa

Flowing Software 2.5.1 (Turku Bioscience).

4.11 Evaluacion de la expresion transcripcional

Para este anélisis se emple6 la técnica de PCR cuantitativa acoplada a transcriptasa reversa
(RT-gPCR). El ARN total de todas las lineas celulares se aislo usando el kit ADN/ARN AllPrep
Mini (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se determind la integridad y la cantidad
del ARN mediante el espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Scientific) y se almacend a una
temperatura de -80°C. Luego, a 1 ug de ARN cada muestra se le realiz6 un tratamiento con DNAsa
I (Invitrogen) para eliminar el ADN gendmico o plasmido contaminante segun las indicaciones de
la casa comercial. Las muestras se convirtieron en ADN complementario (ADNCc) utilizando el kit
Super-Scrip I First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen) de acuerdo con los procedimientos
del fabricante. Se realizé una PCR cuantitativa de 20 pL con 4 pL de ADNc, 1 uL de sondas
TagMan comerciales (Applied Biosystems) marcadas con FAM dirigidas contra el cuerpo de los
genes ID1, ID3 e 1GJ enddgenos y transgenes, 1 L de sonda marcada con VIC para el cuerpo del
gen GAPDH enddgeno como control de expresion, 10 uL de TagMan 2X Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems) y agua libre de nucleasas. La reaccion de 95°C por 10 minutos y 40
ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto se realizo para todos los genes en el equipo
CFX96 Real-Time System (Biorad). Se us6 el método 2"22<T para determinar la expresion relativa
de cada gen utilizando GAPDH como gen de referencia. Como control negativo se emple6 tubos

con agua libre de nucleasas y todos los ensayos se realizaron por triplicados.



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS CELULARES DE LLA-B 50

Se analizd la expresion génica relativa de ambas lineas celulares sin transfectar y de los
modelos celulares transfectados con los sistemas de expresion (pSC y pSl). Para el sistema
constitutivo se determinaron los niveles de expresion de las células con y sin la transfeccion de los
plasmidos pSC y/o Tol2. Mientras que, para el sistema inducible, el andlisis se realizo en lineas
celulares transfectadas con pSl y Tol2 ademas de la induccion sin o con 1 pg/mL del inductor
doxiciclina en el medio de cultivo y los resultados fueron comparados con las células no
transfectadas con y sin la adicion de 1 pg/mL de doxiciclina al medio de cultivo. La determinacion
de la sobreexpresion se basd en un aumento de los niveles de expresion génica relativa en

comparacidn con la linea no transfectada y/o sin la adicion de la doxiciclina.

Es importante resaltar que los primers y sondas utilizadas en la RT-qPCR no permiten
discriminar entre los genes endogenos y los provenientes del transgén. En cambio, en la evaluacion
de la expresion proteica los resultados provienen exclusivamente de los genes expresados del

transgén, debido al uso de anticuerpos especificos contra los péptidos etiqueta.

4.12 Evaluacion de la expresion proteica

Se suspendieron 8x10° células en 400 pl de buffer Laemmli (Laemmli, 1970) para obtener
la misma concentracion de células en cada muestra. Los extractos se incubaron a 100°C por 3
minutos, seguido de una incubacion en hielo por 3 minutos y se centrifugaron a 14000 rpm por 1
minuto. Con el fin de asegurar la cantidad de proteinas suficiente para los analisis se sometieron a
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) 20 uL (NALM-6) o 7 pL (293T) de la fase
soluble de los extractos. Todas las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana

de nitrocelulosa usando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Biorad). Las membranas se bloguearon
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por una hora con una solucion de TBST (Tris HCI 1M pH 7,4; NaCl; Tween 20 y Agua ultrapura)
+ 0,5% de leche en polvo y posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios de conejo
(Cell Signaling Technology), dirigidos contra los péptidos etiqueta o las proteinas de interés a una
dilucion de 1:1000. Los anticuerpos secundarios conjugados con HRP (Peroxidasa Recombinante
de Rébano, por sus siglas en inglés) se usaron a una dilucion de 1:10000. El revelado de las
proteinas en la membrana se realizd por quimioluminiscencia usando el reactivo SignalFire ECL
(Cell Signaling Technology) y se visualiz6 usando el equipo ChemiDoc MP Imaging System

(Biorad).

4.13 Analisis estadistico

Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron utilizando el software
GraphPad Prism 8 para Windows. Los valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente
significativos al emplear la prueba ANOVA de dos vias en el promedio del triplicado de los niveles
de expresion génica relativa de cada gen en los modelos celulares al emplear el método 2°44€T, Se

empleo el mismo software para graficas los datos.

5. Resultados

5.1 Lipofeccion en las lineas celulares
5.1.1 Linea 293T

El protocolo de lipofeccion para la transfeccion de la linea 293T fue exitoso. Posterior a 4
dias de incubacidn con los liposomas que contenian pSC y/o Tol2 se realizé un cambio de medio
de cultivo suplementado con y sin puromicina sin observarse diferencias de expresion de GFP entre

las condiciones (Fig. 10). Una vez finalizada la semana de incubacién con y sin puromicina, se
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evaluo la expresion de GFP por microscopia de fluorescencia. Se observo que el nimero de células
con expresion de GFP fue mayor en aquellas cultivadas en el medio con puromicina (Fig. 11A) en
comparacion con aquellas cultivadas sin puromicina (Fig. 11B). Por otra parte, las células no

transfectadas no mostraron expresion de GFP ni resistencia a puromicina en ningin momento.

Figura 10.
Células 293T transfectadas con pSC (A) y cotransfectadas con pSC y Tol2 (pSC+Tol2) con

expresion de GFP antes de la seleccidn por resistencia a puromicina.

A B

GFP+ | SERt

pSC+Tol2
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Figura 11.
Células 293T cotransfectadas con pSC y Tol2 (pSC+Tol2) con expresion de GFP cultivadas con

(A) y sin (B) 1 pg/mL puromicina después de una semana.

A B

GFP+
GFP+

La lipofeccion de las células con pSI+Tol2 se realizé aplicando el mismo protocolo descrito
previamente, ya que la adicion de doxiciclina no deberia afectar la expresion de la proteina GFP.
Se analizo la expresion de GFP antes (Fig. 12A) y después de la seleccidn con puromicina (Fig.
12B). De igual manera, las células no transfectadas no mostraron expresion de GFP ni resistencia
a puromicina en ningin momento. No se realizé modelo con solo pSl, ya que el objetivo del trabajo

era obtener modelos integrados inducibles.
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Figura 12.
Células 293T cotransfectadas con pSl'y Tol2 (pSI+Tol2) con expresion de GFP cultivadas antes
(A) y después (B) de la seleccion con 1 pg/mL de puromicina después de una semana.

A B

| GFP+

5.1.2 Linea NALM-6

A pesar de utilizar el protocolo de lipofeccion previamente estandarizado, no se obtuvieron
células NALM-6 viables GFP-positivas antes o después de la purificacién celular con 0,15 pg/mL
de puromicina tanto para el modelo transitorio como el estable. En consecuencia, se realizo la

transfeccidn utilizando el protocolo de electroporacién.

5.2 Electroporacion de la linea NALM-6
5.2.1 Sistema de expresidn constitutivo

Para este protocolo se reviso la expresion de GFP luego de la seleccion con puromicina y
la purificacion de células viables. Las células transfectadas con pSC tuvieron expresion transitoria
de GFP (Fig. 13A), mientras que las cotransfectadas con pSC+Tol2 mostraron una leve expresion
de GFP (Fig. 13B). A pesar de que ambas lineas celulares eran resistentes a puromicina, la

expresion de GFP varid significativamente al revisarlas en microscopio de fluorescencia y
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citometria de flujo (Fig. 14). Ademas, al hacer recuentos con la coloracion de azul de tripan se
observd que las células NALM-6 cotransfectadas con pSC+Tol2 presentaban un aumento del
tiempo de duplicacion a 48 horas. Siendo el tiempo de duplicacion de la linea celular base de 24
horas, es posible que la integracion al genoma celular por la enzima Tol2 transposasa haya afectado
algun proceso celular y dificulte el crecimiento celular de esta linea. Por otra parte, las células no
transfectadas o “linea base” no mostraron expresion de GFP ni resistencia a puromicina en ningun

momento.

Figura 13.
Células NALM-6 transfectadas con pSC (A) y pSC+Tol2 (B) con expresion variable de GFP con

resistencia a 0,15 pg/mL de puromicina.

A

GFP+ GFP+/-

Figura 14.

Comparacion de expresion de GFP en las células NALM-6 no transfectadas, transfectadas y
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cotransfectadas con el sistema constitutivo por citometria de flujo incubadas con 0,15 pg/mL de

puromicina por una semana.

NALM-6 base NALM-6 pSC NALM-6 pSC+Tol2
Dot Plot {23 Dot Plot (2) Dot Plot (2)
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5.2.2 Sistema de expresion inducible

Para este sistema se decididé no incluir la forma transitoria de expresion debido a que
objetivo del trabajo es obtener modelos integrados. Se empled el protocolo de electroporacién
estandarizado previamente, seleccionando las células resistentes a 0,15 pg/mL de puromicina y
analizando la expresion de GFP, encontrandose un nivel de expresion alto (Fig. 15). Este resultado
fue verificado por citometria de flujo, en donde se incluy6 en las condiciones de estudio aquellas
células incubadas con 1 pg/mL de doxiciclina por 48 horas (Fig. 16). De igual manera, las células

no transfectadas no mostraron expresién de GFP ni resistencia a puromicina en ningiin momento.
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Figura 15.
Expresion de GFP en células NALM-6 pSI+Tol2+Puro sin (A) y con filtro 488 (B) (0,15 pg/mL

de puromicina) antes de la adicion de doxiciclina.

A Sin filtro B Filtro 488

Figura 16.
Comparacion de expresion de GFP en las células NALM-6 no transfectadas y cotransfectados
con el sistema inducible sin y con la adicion 1,0 pg/mL de doxiciclina por 48 horas por

citometria de flujo (0,15 pg/mL de puromicina por una semana).
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5.3 Evaluacion de la expresion géenica mediante RT-gPCR

Los niveles de los transcritos de los diferentes genes de la firma fueron evaluados mediante
RT-gPCR usando primers y sondas TagMan que amplifican tanto los transcritos endégenos como
los transcritos del transgén (el policistrén). Se determind los niveles de expresion génica relativa
con base en el gen de referencia GAPDH por medio del método 244€T y el andlisis de los datos se
realizo en el software GraphPad Prism 8. Es importante aclarar que, teniendo en cuenta que los
genes del transgén se expresan en un solo transcrito, se espera que los niveles de expresion de cada
uno de los genes de la firma proveniente del transgén sean similares. Sin embargo, los niveles de
los genes enddgenos pueden variar dependiendo de la linea celular. A continuacion, se presentan

los resultados por sistema de expresion (pSC o pSl) y por linea celular (293T y NALM-6).

4.4.1 Sistema de expresion constitutivo
4.4.1.1 Linea 293T

Se encontraron alteraciones en los niveles de expresion relativa de los genes de interés en
los modelos transfectados y cotransfectados en comparacion con la linea (Fig. 17). En la linea base,
los niveles de expresion relativa de los genes ID1, ID3 e 1GJ end6genos no mostraron diferencias
significativas entre ellos, lo que facilitd el analisis del aporte de los transgenes en las lineas
transfectadas. EI modelo 293T pSC+Tol2 present un aumento de los niveles de expresion de los
tres genes, sin embargo, se observaron valores disimiles entre los genes evaluados. Se observo una
diferencia significativa (p< 0,001) en los niveles de expresion del gen 1GJ (el ultimo gen en el
policistron) en comparacion con los otros genes del cassette, lo cual no concuerda con lo esperado
para un ARN mensajero policistronico (Fig. 17). Esta diferencia se evidencid tanto en el modelo

293T pSC como en el modelo 293T pSC+Tol2, por tal razon se descarté un evento azaroso
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otorgado por la enzima Tol2 transposasa. Posiblemente, esta diferencia se deba a un aumento de

los niveles de expresion del gen IGJ enddgeno y del transgén.

Figura 17.

Analisis de los cambios de expresion relativa de los genes ID1, ID3 e 1GJ en las células no

transfectadas, transfectadas y cotransfectadas con el sistema constitutivo incubadas con

1,0 pg/mL de puromicina después de 4 semanas (***p< 0,001; ns: no significancia).

Analisis de cambios de expresion genica relativa de las células 293T
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Con respecto a la linea base NALM-6 se observaron diferencias significativas (p< 0,01) en

los niveles de expresion relativa para los genes ID1, ID3 e 1GJ enddgenos (Fig. 18). Ademas, es

importante mencionar que no se detectd expresion del gen ID1. Por otra parte, y de manera analoga
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a las células 293T, las células NALM-6 transfectadas con pSC y pSC+Tol2 mostraron alteracion
en los niveles de expresion relativa en comparacion con la linea base para el gen 1GJ (p< 0,001)
que también eran disimiles entre los genes del policistron. Similar a lo observado en las células
293T, la expresion relativa del gen 1GJ fue significativamente superior (p< 0,001) a los otros genes
del cassette en las condiciones de estudio (Fig. 18). Teniendo en cuenta que no se detecto expresion
del gen ID1 en las lineas transfectadas, concluimos que el policistron no se esta transcribiendo y

el aumento de los niveles del gen 1GJ provienen del gen enddgeno.
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Figura 18.
Anélisis de los cambios de expresion relativa de los genes ID1, ID3 e 1GJ en las células no
transfectadas, transfectadas y cotransfectadas con el sistema constitutivo incubadas con
1,0 pg/mL de puromicina después de 4 semanas (***p< 0,001; **p = 0,008; ns: no
significancia).
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4.4.2 Sistema de expresion inducible
Para el estudio de las modelos celulares inducibles se incubd las lineas celulares 293T y

NALM-6 base en medio con 1 uL/mL de doxiciclina por 48 horas y se les realizo el analisis de
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expresion. El objetivo de incluir condicion fue revisar si la adicion de la doxiciclina alteraba la
expresion relativa de los genes ID1, ID3 e IGJ. Se determin6 que la concentracion de 1 pL/mL de
doxiciclina por 48 horas no alteraba los niveles de los genes de interés, por lo tanto, la alteracion

de estos seria causada Unicamente por la presencia de los transgenes (Fig. 19).

Figura 19.
Anélisis de los cambios de expresion relativa de los genes ID1, ID3 e IGJ en las lineas celulares

cony sin la adicion 1,0 pg/mL de doxiciclina por 48 horas.
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4.4.2.1 Linea 293T

Nuevamente, se encontraron alteraciones en los niveles de expresion relativa del gen 1GJ
de interés en los modelos cotransfectados con y sin doxiciclina en comparacion con la linea base
(p< 0,001) (Fig. 20). La adicién de doxiciclina a las células transfectadas disminuy6 el nivel de
expresion del gen IGJ sin alterar los niveles de ID1 e ID3, lo cual no concuerda con lo esperado
para la expresion del modelo inducible (Fig. 20). De manera similar a lo encontrado en el sistema
constitutivo, los resultados de los modelos 293T pSI+Tol2 no fueron los esperados para un ARN
mensajero policistronico. Los niveles del gen IGJ eran significativamente superiores a los otros
genes del policistron (Fig. 20). La ausencia de proteinas transgénicas indica que este aumento
proviene del gen IGJ enddgeno. Por lo tanto, concluimos que el sistema Tet-on no logro inducir la

sobreexpresion de los transgenes en la linea celular 293T.
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Figura 20.

Analisis de los cambios de expresion relativa de los genes ID1, ID3 e 1GJ para las células 293T
no transfectadas y cotransfectadas con el sistema inducible incubadas con 1,0 pg/mL de
puromicina después de 3-4 semanas con y sin la adicion 1,0 pg/mL de doxiciclina por 48 horas

(***p< 0,001, ns: no significancia).
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4.4.2.2 Linea NALM-6

El nivel de expresion del gen ID1 en los modelos NALM-6 no fue detectable en ninguna
condicion, similar a lo observado con el sistema constitutivo (Fig.18, Fig. 21). Unicamente se
observo un aumento significativo del gen 1GJ en las lineas transfectadas inducidas en comparacién

con la linea base incubada con doxiciclina. Igualmente, se observo que la adicion de la doxiciclina
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por 48 horas a las células transfectadas resultd en una disminucién del nivel de expresion del gen
IGJ sin alterar los niveles de ID1 e ID3, similar a lo encontrado en las células 293T (Fig. 20, Fig.
21). La ausencia de proteinas transgénicas indica que este aumento proviene del gen 1GJ enddgeno.
Por lo tanto, concluimos que el sistema Tet-on tampoco logré inducir la sobreexpresion de los

transgenes en las células NALM-6.
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Figura 21.

Analisis de los cambios de expresion relativa de los genes ID1, ID3 e 1GJ para las células

NALM-6 no transfectadas y cotransfectadas con el sistema inducible incubadas con 1,0 pg/mL

de puromicina después de 3 semanas con y sin la adicion 1,0 pg/mL de doxiciclina por 48 horas

(***p< 0,001, ns: no significancia).
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5.4 Evaluacion de la expresion proteica

5.4.1 Sistema de expresion constitutivo

pSl+Tol2-Dox

En primer lugar, se determino la presencia de las proteinas codificadas por el transgen en

las células 293T, usando como control de carga la proteina beta tubulina, de 50 kDa. Las células
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293T transfectadas con pSC y cotransfectadas con pSC+Tol2 expresaban las proteinas de los
transgenes en los tamafios esperados (His-1D1:16,8 kDa; Myc-1D3:18,4 kDa; HA-1GJ: 21,4 kDa)
(Fig. 17). De igual manera, se observo una banda de un tamafio de 37,6 kDa al utilizar los
anticuerpos Anti-Myc y Anti-HA, lo cual sugiere la presencia de una proteina de fusién entre ID3
e IGJ (Fig. 15) sugiriendo que el péptido 2A no estaria funcionando como se espera en todos los
eventos traduccionales. Notablemente, en las células NALM-6 transfectadas con los mismos
plasmidos, arriba mencionados, no se detectd expresion de ninguna proteina recombinante (Fig.
15). Adicionalmente, al utilizar un anticuerpo anti-ID1, que detecta la proteina enddgena (16 kDa)
y la recombinante, no se logrd detectar la expresion esperada ni la linea base ni en las células
transfectadas o cotransfectadas (Fig. 15). Es importante mencionar que en los ensayos de Western
blot de las proteinas de los modelos NALM-6 siempre se utilizaron las proteinas de las células
293T pSC+Tol2 como control. Asi mismo, es necesario mencionar que la extraccion de proteinas
de los modelos de ambas lineas celulares se realizé6 6 semanas después de los protocolos de

transfeccion.
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Figura 22.
Resultados de Western blot para las células no transfectadas, transfectadas y cotransfectadas
con el sistema constitutivo incubadas con 1,0 pg/mL de puromicina para los modelos 293T y

0,15 pg/mL de puromicina para los modelos NALM-6 después de 6 semanas.

203T NALM-6
293T 2937 psC NALM-6  NALM-6 psC
Linea pSC +Tol2 linea pSC +Tol2
Base + Puro + Puro base +Puro +Puro
50,0 kDa ‘ O — ——— -——-¢'}-— Anti-Tubulina
37,6 kDa ‘ ) am—— }~— Anti-HA (También Anti-Myc)
21,4kDa | — [e— Anti-HA (1GJ)
18,4kDa | —— e— Anti-Myc (ID3)
16,8 kDa | e _J le— Anti-His (ID1)
16,0kDa | —_— le— Anti- ID1

5.4.2 Sistema de expresion inducible

Para el andlisis de la expresion proteica en los modelos celulares inducibles se empleé el
modelo 293T pSC+Tol2 mantenido en medio de cultivo suplementado con 1,0 pg/mL de
puromicina como control positivo (CP), ya que estas células expresan todas las proteinas de interés.
Como se puede ver en la figura 18, no se detectd expresion de las proteinas provenientes de los
transgenes en el modelo 293T pSI+Tol2 ni NALM-6 pSI+Tol2. Adicionalmente, tampoco se
detect6 la proteina ID1 en ninguna de los modelos usando el anticuerpo especifico que detecta la
proteina enddgenay del transgén (Fig. 18). Es importante mencionar que la extraccion de proteinas
de las células 293T se realiz6 3 semanas después de la lipofeccidn, mientras que la extraccion de

las células NALM-6 se realiz6 4 semanas después de la electroporacion.
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Figura 23.

Resultados de Western blot para las células no transfectadas y cotransfectadas con el sistema
inducible incubadas con 1,0 pg/mL de puromicina para los modelos 293T y 0,15 pg/mL de
puromicina para los modelos NALM-6 después de 3-4 semanas con y sin la adicion 1,0 pug/mL de

doxiciclina por 48 horas.
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6. Discusion

Las lineas celulares genéticamente modificadas son esenciales para estudios de funcién
génica, ya que permiten evaluar diversas hipotesis en un modelo de féacil manipulacion. Sin
embargo, los modelos celulares han cambiado a través del tiempo debido a la necesidad de que su
propia biologia no afecte los resultados de las investigaciones. Actualmente, el campo de
conocimiento que mas emplea modelos celulares es la terapia génica y muchas investigaciones se
basan en los hallazgos de esta area para disefiar sus propias lineas celulares modificadas (Alhaji et
al., 2019). Por esta razén y al limitado acceso a laboratorios con altos niveles de bioseguridad, se
ha presentado un reemplazo del uso de los vectores virales convencionales para la integracion
génica por vectores no virales (Hardee et al., 2017). Por otra parte, el uso de secuencias

policistronicas para la expresion génica ha sido empleado desde hace muchos afios con excelentes
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resultados. Esta es una herramienta muy util en investigaciones que requieren analizar la funcion
de varios genes de manera simultanea en un mismo organismo. Sin embargo, es recomendable
agregar otras secuencias que permitan diferenciar la expresion proveniente de los genes enddgenos
de los transgenes. Ademas de secuencias que permitan obtener cada proteina de manera
independiente con el fin de evitar las proteinas fusionadas no funcionales. De igual manera, es
imperativo que todas las lineas celulares genéticamente modificadas sean seleccionadas y
evaluadas a nivel de expresion génica y proteica. Es importante considerar que un aumento en los
niveles de expresion de un gen especifico no siempre producird una proteina funcional, tal como
se ha reportado ampliamente en la literatura (Karginov et al., 2017). Incluso, en algunos casos es
necesario determinar la presencia de proteinas fusionadas que, a pesar de expresarse, no van a

Ilevar a cabo sus funciones debido a mal plegamiento.

Para obtener una poblacion de lineas celulares transfectadas es conveniente proveer a las
células de una caracteristica distintiva como, por ejemplo, la resistencia a puromicina. La
resistencia a este antibidtico permite seleccionar a las células transfectadas con el fin de evitar la
posible interferencia de las lineas celulares no transfectadas en los analisis posteriores. Esta
situacion es evidente en las células 293T transfectadas con pSC y pSC+Tol2 incubadas con
puromicina donde se observé un aumento en el nimero de células GFP positivas, mientras que en
aquellas incubadas sin el antibiotico de seleccion se evidencid una disminucién en el nimero de

células GFP positivas (Datos no incluidos).

El aumento del numero de células fluorescentes después de la seleccidén con puromicina

del modelo 293T pSC+Puro podria explicarse por la expresion del gen de resistencia en el plasmido
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de forma episomal. Sin embargo, se ha reportado que las lineas celulares de mamiferos pierden
eventualmente el plasmido de forma episomal, ya que este no se transmite eficientemente a las
células hijas (Xuan Wang et al., 2016). Este fendmeno también podria presentarse en el modelo
293T pSC+Tol2+Puro, debido a que los protocolos de transfeccion no aseguran la presencia de
ambos plasmidos en la misma célula y el plasmido Tol2 no contiene un elemento que permita
verificar su presencia de forma répida. Por lo tanto, la resistencia a puromicina no puede ser el
unico indicador para diferenciar las células pSC+Puro de pSC+Tol2+Puro y es necesario hacer

analisis de la expresion genica u otros estudios.

Como se evidencid previamente, existen diferencias entre la expresion génica relativa de
los modelos 293T transfectados y cotransfectados en comparacion con la linea base. Se presentaron
resultados que no estdn de acuerdo con lo reportado por la literatura para un Unico evento
transcripcional (Karginov et al., 2017). Si bien, se obtuvo un aumento de los niveles de expresion
relativa de los tres genes en el modelo pSC+Tol2+Puro, no se evidenciaron niveles similares entre
los genes del policistron. Es posible que las diferencias en la expresion relativa de los genes de
interés sean causadas por un aumento de los niveles de los genes enddégenos como mecanismo de

respuesta hacia la presencia de los transgenes, pero no sean provenientes del policistron.

Se detectd la expresion de proteinas transgénicas en los modelos 293T pSC+Puro y 293T
pSC+Tol2+Puro. Desafortunadamente, se pudo evidenciar presencia de bandas que indican
proteinas fusionadas, tanto en el modelo 293T pSC+Puro como en el modelo 293T
pSC+Tol2+Puro. Especificamente, se evidencid este fendmeno en la fusion de ID3 con 1GJ, lo que

sugiere que el péptido P2A entre ellas no funciona correctamente en todos los casos, fendmeno
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que ha sido reportado por otros autores (Chng et al., 2015; Shaimardanova et al., 2019). Incluso
algunos investigadores recomiendan utilizar diferentes péptidos 2A en el mismo policistrén para
mejorar la eficiencia del salto ribosomal y evitar las proteinas fusionadas. (Szymczak-Workman et
al., 2012). Esta es una situacion similar a lo encontrado en los modelo, sin embargo, existen otros
estudios donde se emplea el mismo péptido 2A mas de una vez mismo policistron sin
inconvenientes (Liu et al., 2017). Por tal razon, no es posible establecer una regla concreta sobre

este particular.

Con respecto a los analisis de la expresion génica relativa inducible de las lineas celulares
se encontré que la doxiciclina no alteraba los niveles de los genes de interés. Este resultado
concuerda con lo reportado por la literatura donde se recomienda el uso de moléculas pequefias
como antibioticos para los sistemas de induccidn debido a que los efectos secundarios son ausentes

0 muy bajos y porque no afectan las vias de sefializacion celulares endogenas (Page et al., 2020).

Para los modelos 293T cotransfectados no se logro la sobreexpresion inducible de los
transgenes del policistron, a pesar de utilizar la concentracion recomendada por la casa comercial
y por otros autores para esta linea celular (Das, Zhou, et al., 2016). Si bien se evidencid alteracién
en los niveles de expresion relativa del gen 1GJ, este aumento no se vio reflejado en los genes ID1
e ID3 y tampoco se detectd proteina transgénica. Debido a que la secuencia del plasmido fue
verificada por digestiones con enzimas de restriccion y secuenciacion, nuestra hipotesis es que el
promotor bidireccional establecido por Oceguera-Yafiez no permite obtener niveles suficientes de
la proteina rtTA, la cual es esencial para el funcionamiento de este sistema (Oceguera-Yanez et al.,

2016).
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A diferencia de la facilidad en la transfeccidn de lineas celulares adherentes, como la linea
293T, la transfeccion a lineas celulares en suspension es materia de revisién por muchos
investigadores (Maeder & Gersbhach, 2016). Esto se debe a que no todos los métodos son aplicables
a la linea de estudio y en algunos casos el método de transfeccion puede conducir a sesgos en los
resultados. A pesar de la baja eficiencia de la lipofeccion en este tipo de células (Basiouni et al.,
2012), se comprobo este fendmeno en nuestra linea de estudio. Incluso se probd una metodologia
de adherencia a la placa de cultivo con clara de huevo siguiendo las indicaciones de los autores
originales sin obtener resultados exitosos (Basiouni et al., 2012). Por tal razon, se emple6 un
protocolo de electroporacion adaptado de una metodologia previamente utilizada por integrantes
de nuestro grupo de investigacion para transfeccion de lineas celulares en suspension (Cardona et
al., 2016). La electroporacion de lineas celulares en suspensién genera una poblacién mixta de
celulas viables y no viables en el medio de cultivo. Existen varias alternativas para la seleccion de
la poblacion viable transfectada, pero en su gran mayoria requieren equipos o insumos de alto
costo. En esta investigacion se logro estandarizar exitosamente una metodologia de separacion
celular con base en su densidad utilizando el reactivo Optiprep. Esta es una herramienta muy Uutil
y facilmente accesible que puede ser empleada en investigaciones posteriores. Precisamente esta
herramienta permitié separar las células NALM-6 viables transfectadas resistentes a puromicina y

facilitar su observacion en el microscopio de fluorescencia.

A pesar de que los modelos NALM-6 pSC y NALM-6 pSC+Tol2 eran viables y resistentes
puromicina, las células NALM-6 pSC+Tol2+Puro mostraron una disminucion significativa de la
poblacion celular GFP+ en comparacion con las células NALM-6 pSC+Puro. Este resultado

sugiere un posible silenciamiento sobre la expresion de los genes regulados por el promotor
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constitutivo EF-1a en la linea integrada. De tal manera, la baja cantidad de proteina PuroR obtenida
es suficiente para mantener la linea celular incubada con este antibidtico, pero la fluorescencia es
claramente menor en comparacion con el modelo transitorio. Estos resultados son similares a los
obtenidos en la cotransfeccion de cada gen en pldsmidos independientes con la enzima Tol2

transposasa (Datos no incluidos). Por lo cual, se descarta un evento azaroso.

El silenciamiento de transgenes en lineas celulares es uno de los problemas mas frecuentes
en el establecimiento de modelos de estudio (Alhaji et al., 2019). La medicién de los niveles de
expresion por RT-gPCR muestran un silenciamiento total del gen ID1 en todos los modelos
analizados, tanto del transgén como del gen enddgeno. Con respecto al gen ID3, no se evidenciaron
cambios significativos en los niveles de expresion en ningin modelo celular, por lo tanto, el
transgén 1D3 tambien esté silenciado. Si bien se encontr6 un aumento en los niveles de expresion
relativa del gen 1GJ, este aumento esta dado por el gen enddgeno y no del transgén. De manera
interesante, este aumento ocurre en presencia de los transgenes, ya sea de forma episomal o
integrada y podria ser un mecanismo de defensa de las células ante el material genético externo.
Sin embargo, este proceso requiere investigaciones mas profundas que no fueron contempladas en
la presente investigacion. Los resultados obtenidos muestran que los modelos NALM-6 no
expresaron ninguna proteina proveniente de los transgenes ni su propia proteina ID1. De tal
manera, no fue posible obtener la sobreexpresion génica de manera constitutiva ni inducible en los

modelos NALM-6 con la metodologia empleada, por lo tanto, se descartaria la hipotesis de trabajo.

Estudios preliminares de nuestro grupo encontraron que es posible sobreexpresar los tres

genes en un modelo celular NALM-6 utilizando plasmidos independientes de forma episomal por
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un tiempo menor a 48 horas (Datos no incluidos). Posterior a este tiempo, se pierde la
sobreexpresion al analizarse por medio de RT-qPCR. Es posible que la perdida se presente por un
silenciamiento del promotor CMV a través del tiempo y no por la expresion transitoria. El
silenciamiento de los transgenes puede ser debido a una metilacion del promotor que impide tener
un modelo celular constitutivo integrado. Si bien existen reportes donde se ha utilizado el promotor
CMV en la linea NALM-6, los modelos generados son analizados en un periodo de tiempo corto
y los transgenes no son integrados al genoma (Ono et al., 2009). A pesar de esta limitacion, se ha
reportado que el promotor CMV va perdiendo su capacidad de mantener niveles altos de expresion
del gen de interés y se han propuesto modificaciones a la secuencia del promotor para mejorar este

aspecto (Ebadat et al., 2017; Zifiga et al., 2019).

A pesar de utilizar las concentraciones de doxiciclina recomendadas por la literatura (Ono
et al., 2009), tampoco se obtuvo la sobreexpresion inducible de los transgenes del policistron ni
obtencidn de proteina transgénica inducible. Por lo cual, se presenta mas evidencia que el sistema
Tet-on con promotor bidireccional no funciona segun lo esperado. Es importante sefialar que al
reemplazar el promotor CMV por el sistema Tet-on se logrd reestablecer los niveles de
fluorescencia, lo cual apoya la hip6tesis de un silenciamiento del promotor viral que incluso podria

afectar al promotor EF-1a en el modelo NALM-6 pSC+Tol2.

Por otra parte, existen pocas investigaciones enfocadas en el disefio de modelos celulares
para estudiar la funcion génica que incluyan los componentes empleados en este trabajo. Segun
nuestra revision, este es el primer trabajo que emplea varios de los componentes de los sistemas

de expresion y del cassette de genes en la linea celular NALM-6. Por tal razon fue necesaria la



ESTABLECIMIENTO DE LINEAS CELULARES DE LLA-B 76

estandarizacion de todos los protocolos en la linea 293T, en la cual se obtuvieron resultados

promisorios que requieren mayor investigacion.

Existe una gran informacion sobre el funcionamiento de las proteinas de la familia ID en
procesos tumorales, pero segin nuestra revision, este es el primer trabajo que busca estudiar la
relevancia de estas con el gen 1GJ en modelos neoplasicos. Por tal razén, y a pesar de no obtener
los resultados esperados, consideramos importante llevar a cabo los analisis posteriores de
funcionalidad de estos modelos celulares. Si bien no fue posible cumplir nuestro objetivo de
establecer modelos integrados con la sobreexpresion simultanea de los genes I1D1, ID3 e 1GJ es
posible que la alteracion de los niveles del gen 1GJ conlleve a un cambio en el perfil de resistencia,

proliferacion o metabolismo celular y requiera ser estudiados con mas detalle.

Es importante sefialar que este trabajo tiene algunas limitaciones que deben ser
reconocidas. Entre estas podemos resaltar la necesidad de utilizar la linea NALM-6 que fue aislada
de un paciente masculino norteamericano de 19 afios debido a que no se cuenta con una linea
celular comercial de un paciente colombiano o al menos, latinoamericano. Como se presento
previamente, el origen étnico de este paciente es importante en la biologia de la célula tumoral y
su respuesta al tratamiento. Por tal razén, es posible que esta linea posea otros cambios genéticos
que impidan replicar lo observado en los pacientes colombianos. Con respecto a este punto, las
investigaciones posteriores se realizaran en otras lineas celulares comerciales y se comparara los

resultados.
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Debido a la integracion aleatoria en regiones eucromatinicas del genoma por la enzima
Tol2 transposasa, es posible que algunos de los resultados obtenidos sean debidos a la falla del
funcionamiento celular causado por la alteracion de secuencias genicas por la integracion del
transposon. Para tal aspecto, es importante realizar estudios de estos genes usando herramientas de

edicion génica como CRISPR-Cas sitio especifico y CRISPRa.

7. Conclusiones

Se logré obtener modelos celulares NALM-6 transgénicos integradas usando la transposasa
Tol2. Esto permite tener alternativas diferentes al uso de vectores virales, los cuales requieren

niveles de bioseguridad BS2 o mayores.

Las lineas celulares transgénicas generadas usando el sistema constitutivo (293T y NALM-
6) presentan similares alteraciones dispares en los niveles de expresion entre los genes de la firma.
Este patron de expresion no es compatible con genes transcritos de manera policistronica, por lo
tanto, concluimos que no se logro sobreexpresion concomitante de los genes de la firma mediada

por el transgén.

La linea estable para el sistema constitutivo en las células 293T, usada como control,
mostré bajos niveles de expresion de los genes del transgén, como pudo evidenciarse por los
analisis de proteinas por Western blot. Sin embargo, en el modelo estable NALM-6 el transgén
parece estar silenciado completamente, fendmeno que puede deberse al promotor viral CMV
usado. La expresion de proteinas transgénicas constitutivas en las células 293T permitan afirmar

gue los componentes del plasmido pSC funcionan correctamente. Sin embargo, el hecho de
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detectar proteinas de fusion entre ID3 e 1GJ nos lleva a concluir que, en el sistema evaluado, el
péptido P2A funciona entre el primero y segundo gen, pero lo hace de manera ineficiente entre el

segundo y el tercer gen del policistron.

Las lineas celulares transgénicas generadas usando el sistema inducible (293T y NALM-6)
no mostraron activacion transcripcional de los genes de la firma en presencia de doxiciclina. Este
fendmeno probablemente no se deba a silenciamiento epigenético sino a la funcionalidad del

promotor bidireccional.

8. Recomendaciones

A pesar de que los resultados sugieren que la integracion al genoma fue realizada por la
enzima Tol2 transposasa en las lineas transfectadas, se recomienda identificar los sitios de
integracion por medio de PCR convencional y secuenciacion. Debido al posible silenciamiento del
promotor CMV en el sistema constitutivo, se sugiere reemplazarlo por promotores eucariotas como
el promotor B-actina (pActB) y EF-1a o sintéticos como pCAG y pCBH. Para el sistema inducible,
se recomienda realizar verificaciones del funcionamiento del sistema con la expresion de genes
reporteros y utilizar otro sistema Tet-on donde la regulacion de la proteina rtTA sea independiente

del promotor inducible TRE.

Es posible que la linea celular NALM-6 no permita la expresion de estos transgenes, por lo
cual se recomienda considerar el uso de otras lineas comerciales LLA-B como KARPAS, Reh o
697. Asi mismo, se recomienda aplicar herramientas de edicion génica como CRISPR-Cas sitio

especifico o CRISPRa.
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Finalmente, debido a la deteccion de proteinas recombinantes fusionadas se recomienda
reemplazar el segundo péptido P2A por otro péptido 2A o por un elemento IRES. Incluso, se podria
considerar la transfeccion de cada gen en plasmidos independientes con el fin evitar este proceso

y la posible alteracién de la funcion proteica por un mal plegamiento.
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