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INTRODUCCION

Sistema Inmune. Inmunidad Innata y Adaptativa

El sistema inmune es el responsable de que los organismos puedan defenderse del
posible ataque de agentes patdgenos. Esta proteccion es el resultado de una compleja
interrelacion de distintas células y tejidos. Se trata de un sistema altamente eficaz, ya
que si bien estamos rodeados de microorganismos potencialmente patdgenos,

experimentamos enfermedades infecciosas con una frecuencia relativamente baja.

En vertebrados existen dos tipos complementarios de respuesta inmune, la innata y la
adaptativa. La inmunidad innata o inespecifica constituye la primera linea de defensa
contra agentes patégenos comunes. Nacemos con ella, actua de modo casi inmediato,
siempre de la misma forma y no genera memoria. Forman parte de ella barreras
fisicas y quimicas externas, como son la piel y las mucosas, el pH acido y diversas
enzimas. Cuando los microorganismos consiguen atravesar las barreras externas,
actuan los mecanismos inespecificos internos formados por moléculas y células
variadas, como citoquinas y fagocitos. La defensa innata combate eficazmente
microorganismos que expresan en su superficie moléculas conservadas a lo largo de
la evolucion, comunes para una amplia variedad de gérmenes. Por ello, la respuesta
innata no siempre puede eliminar los patégenos, ya que las moléculas de su superficie
evolucionan con una gran rapidez existiendo muchos gérmenes que no es capaz de
reconocer. En cambio, la inmunidad adaptativa es capaz de generar una respuesta de
defensa altamente especifica, tanto a nivel del reconocimiento del patégeno como de
las acciones efectoras para su eliminacion. Ademas, una respuesta inmunitaria
adaptativa confiere proteccion frente a la re-infeccién por el mismo germen durante

toda la vida, lo que se conoce como memoria inmunoldgica.

Las células efectoras de las respuestas adaptativas son los linfocitos o células By T.
Los linfocitos B reconocen los patdgenos extracelulares, como son la mayoria de las
bacterias, en cambio, los linfocitos T detectan patdégenos intracelulares, como los virus,
y ademas participan en la activaciéon de otras células del sistema inmune. El
reconocimiento, en ambos casos, es a través de receptores especificos de antigeno
que expresan en su superficie, conocidos como BCR en los linfocitos B (del inglés, B-
Cell antigen Receptor) y TCR en los linfocitos T (del inglés, T-Cell antigen Receptor).
Actualmente, se entiende por antigeno cualquier sustancia que pueda ser reconocida
por el sistema inmune adaptativo, normalmente proteinas o polisacaridos que forman
parte de la estructura de microorganismos. Cada linfocito posee un receptor

especifico, existiendo mecanismos por los que se genera un repertorio virtualmente
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INTRODUCCION

ilimitado de recetores de antigeno, lo que posibilita la defensa contra cualquier tipo de

infeccion.

Linfocitos B

Los linfocitos B se originan en la médula ésea a partir de progenitores
hematopoyéticos pluripotentes, y es en ella donde maduran (Figura I-1). El resultado

final de la diferenciacién de los linfocitos B es la generacién de un BCR funcional. El

Diversificacion Primaria
de Anticuerpos

proB ms preB msp Inmadura

Médula Osea ,
V(D)J Q Antigeno Diversificacion Secundaria

de Anticuerpos

Centro
Germinal

N\

CSR

Linfocito B

SHM

\

Células B
Plasmaticas y Memoria

Figura I-1. Diferenciacion de los linfocitos B vy diversificacion de anticuerpos. La diversificacion primaria
del repertorio de anticuerpos tiene lugar a través del reordenamiento somatico de los genes de
inmunoglobulinas, denominado recombinacion V(D)J. La recombinacién V(D)J ocurre en la médula ésea
de manera independiente de antigeno y estd acoplada a la diferenciacion B en esta localizacion.
Posteriormente, los linfocitos B maduros pueden llevar a cabo un proceso de diversificacion secundaria
en los centros germinales tras el encuentro con un antigeno en la periferia. La diversificacion secundaria
de anticuerpos ocurre a través de dos mecanismos moleculares independientes: hipermutacion somatica
(SHM, del inglés, Somatic Hypermutation) y cambio de isotipo (CSR, del inglés, Class Switch
Recombination). Como resultado de estos mecanismos, las células B pueden aumentar la afinidad de sus
receptores por el antigeno y abandonar el centro germinal como células B plasmaticas productoras de
anticuerpos o células B de memoria.
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INTRODUCCION

BCR esta formado por una inmunoglobulina (Ig) unida a la membrana celular,
responsable del reconocimiento antigénico, y el heterodimero Iga/lgp responsable de
la transduccién de sefiales. Las inmunoglobulinas se componen de dos cadenas
ligeras (lgL, del inglés, Immunoglobulin Light chain) y dos pesadas (IgH, del inglés,
Immunoglobulin Heavy chain) idénticas (Figura |-2). Las inmunoglobulinas, ademas de
formar parte del BCR, son secretadas por las células plasmaticas, denominandose

anticuerpo a esta forma soluble.

Cadena Pesada Cadena Ligera
| Variable 1 lConstante] | Variable ]C‘?onstantle
v, D, J, CuCs v, J, c,
Linea Germinal lg "+ T HHOOHHHHHHH-HHHE—HE— - —|/T—HHr{ HHe—a-
v DJ
Reordenamiento = HH—a—-
DJ
vDJ wJ
Reordenamiento - —{— -
V(D)J
VDJ-C VJ-C
Splicing - —

Figura |-2. Recombinacion V(D)J. La recombinacion V(D)J se basa en el reordenamiento de los genes de
la cadena pesada (IgH) (diagrama izquierdo) y de la cadena ligera (IgL) (diagrama derecho) de las
inmunoglobulinas. Los loci de las cadenas IgH e IgL estan formados por una coleccidon de segmentos V
(variabilidad), D (diversidad, sélo IgH) y J (unién, del inglés Joining). La recombinacién V(D)J yuxtapone
un segmento de cada tipo mediante una reaccién de recombinacion mediada por las endonucleasas
RAG1 y RAG2. Como consecuencia, la region variable de IgH estd formada por el reordenamiento de
tres tipos de segmentos génicos: V (rectangulo naranja), D (amarillo) y J (rojo). La regién constante de
IgH (Cn y C6 en linfocitos B naive) se une a la region variable de IgH (VDJn) por splicing del ARNm. La
region variable de IgL (VL) se forma a través de la combinacion de dos tipos de segmentos génicos: V
(rectangulo naranja) y J (rojo). Su regién constante (C.) se une por splicing a la regién variable de IgL
(VJL). En la parte inferior se representa el anticuerpo codificado por los genes de inmunoglobulinas
indicados en la parte superior, compuesto por dos cadenas pesadas y dos ligeras unidas por puentes
disulfuro.
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INTRODUCCION

La molécula de anticuerpo tiene dos funciones distintas. La primera, unirse al antigeno
que desencadend la respuesta inmune de forma especifica. La segunda, reclutar
distintas células y moléculas para destruir al patégeno una vez el anticuerpo se ha
unido a él. Estas funciones estan estructuralmente separadas en la molécula de
anticuerpo, siendo la regién variable la que reconoce de forma especifica al antigeno y
la regién constante la que recluta los distintos mecanismos de eliminacion del

antigeno.

Una vez finalizada su diferenciacion en la médula 6sea, los linfocitos entran en la
circulacion sanguinea, desde la que migran a los érganos linfoides secundarios (bazo,
ganglios linfaticos y tejidos linfoides asociados a mucosas). Los patégenos pueden
entrar en el organismo por multiples rutas, pero seran transportados a los 6rganos
linfoides periféricos donde seran presentados a los linfocitos B. Cuando un linfocito B
entra en contacto con un antigeno del que su receptor es especifico, experimenta un
proceso de activacion, proliferacién y diferenciacién a células plasmaticas productoras

de anticuerpos, que pueden eliminarlo de forma especifica (Figura |-1).

Diversificacion de anticuerpos

Diversificacién primaria de anticuerpos y diferenciacion temprana de los

linfocitos B

La inmunidad adaptativa es responsable de la defensa altamente especializada contra
patdégenos que poseemos los animales vertebrados. La respuesta inmune adaptativa
en células B es posible gracias a la existencia de un repertorio de receptores B para el
antigeno de una diversidad virtualmente ilimitada. La generacién de esta diversidad
esta acoplada al programa de diferenciacion de los linfocitos B en la médula 6sea y
tiene lugar mediante un proceso de recombinacion somatica especifico de secuencia
conocido como reordenamiento V(D)J, homdlogo al que genera el repertorio de
receptores T en linfocitos T (revisado en Jung y col., 2004). La region variable de la
inmunoglobulina esta constituida por multiples segmentos génicos, que se agrupan en
tres grupos: variable (V), diversidad (D), union (J, del inglés, Joining). Asi, la region
variable IgL unicamente contiene segmentos V|, y J,, mientras que la IgH contiene los
tres tipos de segmentos génicos (Vy, Dy y Ju). A través de la reaccién de
recombinacion somatica V(D)J aleatoria de los segmentos génicos se genera un
fragmento continuo de ADN que codifica la region variable completa (revisado en
Tonegawa, 1983; revisado en Bassing y col., 2002; revisado en Gellert., 2002) (Figura

I-2). La diversidad que se genera proviene de las multiples combinaciones de uniones
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INTRODUCCION

posibles y de la imprecision en la reaccién de union. Esta reaccion es iniciada por las
endonucleasas RAG1 y RAG2 especificas de linfocitos (Schatz y col., 1989; Oettinger

y col., 1990), y ocurre de un modo antigeno independiente.

Los estadios de desarrollo de las células B se definen por el reordenamiento y
expresion secuenciales de los genes de las cadenas pesada y ligera de las Ig (Hardy y
col., 1991), y se caracterizan fenotipicamente por la expresion de distintas proteinas
de superficie. Las células mas tempranas del linaje B se conocen como células pre-
proB, pero es en la fase proB cuando se inicia la recombinacién V(D)J. En las células
proB tiene lugar el reordenamiento de los segmentos génicos de la cadena pesada de
las lg; el siguiente estadio corresponde a las células preB, donde tiene lugar el
reordenamiento de la cadena ligera. La cadena IgH recombinada sera expresada en la
membrana junto con la cadena ligera, y el heterodimero transductor de sefales
Iga/lgB. Las células que finalicen con éxito estos reordenamientos expresan una
molécula de IgM en la superficie celular, y se denominan células B inmaduras. Estas
células son sometidas a un proceso de seleccion, siendo eliminadas o inactivadas
aquellas que reconocen moléculas propias. Los linfocitos B abandonan la médula 6sea
y se convierten en la periferia en células B maduras o naive, que pueden co-expresar

IgM e IgD por un proceso de splicing alternativo.

Diversificacién secundaria de anticuerpos

En la periferia, las células B pueden, en respuesta al reconocimiento antigénico y en
presencia de una sefal co-estimuladora de un linfocito T colaborador, llevar a cabo
mecanismos de diversificacion adicional en los genes que codifican para sus
receptores antigénicos. Estos mecanismos de remodelacién adicional tienen lugar en
los centros germinales y consisten en dos reacciones independientes, la hipermutacion
somatica (SHM, del inglés, Somatic Hypermutation) y el cambio de isotipo (CSR, del
inglés, Class Switch Recombination) (Figura |-1). Los centros germinales son lugares
de intensa proliferacion de linfocitos B que se localizan en el interior de los foliculos de
los tejidos linfoides secundarios (bazo, ganglios linfaticos y tejidos linfoides asociados

a mucosas).

La SHM consiste en la introduccion de mutaciones puntuales en la secuencia de la
regién variable de los genes de IgH e IgL (frecuencia de 10° — 10™), que es la
responsable del reconocimiento antigénico. Las células en las que la SHM da lugar a
una molécula de anticuerpo con mayor afinidad por el antigeno, proliferan y son

seleccionadas positivamente, mientras que aquéllas en las que las mutaciones dan
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INTRODUCCION

lugar a un efecto deletéreo, son eliminadas por apoptosis. Este fendmeno se

denomina maduracion por afinidad (revisado en Maul y col, 2010) (Figura I-3).

P CuCd Cy3 Cyl Cy2bCy2a Cg Cu "~ ’\
EuSu Sy3 Syl Sy2b Sy2a Se  Sa

SHM G IgM/D

CuCd Cy3 Cyl Cy2bCy2a Ce¢ Ca Variable
EpSu Sy3 Syl Sy2b Sy2a Se  Sa I Constante
CSR {} IgM/D
Cyl Cy2b Cy2a Ce Cua
En Sy2b Sy2a Sg Sa Spi1 I
Cy3 CH
! IgG1
Sv3 Ca

Figura I-3. Mecanismos moleculares de diversificacién de anticuerpos: CSR y SHM. La cadena pesada
(IgH) en las células B maduras (diagrama central) estd constituida por una region V(D)J reordenada en
5%, que codifica para la zona variable del anticuerpo, responsable del reconocimiento antigénico
(rectangulos naranja, amarillo y rojo), y un ndmero de genes constantes (rectangulos azules), que
precedidos por regiones de switch altamente repetitivas (6valos verdes), codifican para la zona constante
del anticuerpo, responsable de la eliminacion del antigeno. La SHM introduce mutaciones en la region
variable de la cadena de inmunoglobulina (diagrama superior), lo que permite mejorar la afinidad del
reconocimiento antigénico. EI CSR (diagrama inferior) es una reacciéon de recombinacion especifica de
region por la que se recombinan dos regiones de switch y se escinde la secuencia intermedia en forma
de circulo. De esta manera la region constante original (Cu/C8) se sustituye por otra con distintas
funciones efectoras (la figura muestra el cambio de isotipo a IgG1). A la derecha se representan los
anticuerpos codificados por los genes de inmunoglobulinas indicados a la izquierda (basada en una figura
de “de Yebenes y col., 2006”).

El CSR es una reaccion de recombinacion somatica especifica de region por la que las
regiones constantes Cuy C38 de la cadena IgH son sustituidas por otra region
constante posterior en el locus (Cy, Ce o Ca) que confiere al anticuerpo funciones
efectoras especificas, mientras mantiene la misma especificidad antigénica. El linfocito
B pasara de expresar los isotipos IgM y/o IgD, a expresar los isotipos IgG, IgE o IgA
situados en el extremo 3° del locus de inmunoglobulina, cada uno con funciones
efectoras distintas. La reaccion de recombinacion tiene lugar entre dos secuencias de
ADN no codificantes altamente repetitivas que preceden a cada una de las regiones

constantes (Cu, Cy, Ce y Ca) y se denominan regiones de switch, a través de la

38



INTRODUCCION

generacion de una rotura en el ADN de doble cadena (DSB, del inglés, Double Strand
Break) en esas regiones, ligacion de ambas y liberacién de la secuencia intermedia del
locus en forma de circulo (Figura |-3) (revisado en Stavnezer y col., 2008). El entorno
de citoquinas es responsable del isotipo particular a que da lugar el CSR, in vivo e in

vitro.

El repertorio de anticuerpos que resulta de estas dos reacciones presenta una afinidad
mejorada por el antigeno y una mayor diversidad funcional, imprescindibles para la
respuesta inmune humoral (revisado en Hentges, 1994, revisado en Neuberger, 2008).
En la resolucion de los DSB asociados a CSR participan moléculas implicadas en la

respuesta a dafo en el ADN.

El resultado de la reaccion de centro germinal es la generacién de células B
plasmaticas y células B de memoria. Las primeras son las responsables de la
secrecion de los anticuerpos especificos que se unen al antigeno y lo eliminan
mediante distintos mecanismos en funcién del isotipo que presenten, como pueden ser
la activacion del sistema de complemento y opsonizacién para que los fagocitos lo
endociten en el caso del isotipo IgG, la neutralizacion en el caso del isotipo IgA, o la
sensibilizacion de mastocitos que liberan mediadores quimicos inductores de
reacciones fisicas como los estornudos, que ayudan a expulsar gérmenes, en el caso
del isotipo IgE. Las células B de memoria permanecen en estado de reposo después
de la estimulacion antigénica original durante periodos extensos de tiempo, de modo
que responderan mas rapida y eficazmente en caso de una nueva infeccion con el

agente patégeno que se ha encontrado previamente.

El apéndice, las amigdalas, adenoides y placas de Peyer constituyen el tejido linfoide
asociado al tubo digestivo (GALT, del inglés, Gut-Associated Lymphoid Tissue), el cual
se encuentra en continua exposicion a agentes infecciosos. En particular, las placas
de Peyer son foliculos linfoides localizados en la mucosa del intestino delgado donde
las células B son inducidas a sintetizar IgA en los centros germinales de forma
constitutiva, lo que genera una barrera protectora en la mucosa intestinal frente a

agentes infecciosos (revisado en Fagarasan y col., 2003).

39



INTRODUCCION

La Desaminasa Inducida por Activacion (AID)

La Desaminasa Inducida por Activacion (AID, del inglés, Activation Induced
Deaminase) fue identificada por el laboratorio de Honjo partiendo de la hipotesis de
gue una recombinasa especifica podria ser responsable de la reacciéon de cambio de
isotipo. Se identific6 mediante un analisis exhaustivo de los genes cuya expresiéon se
induce especificamente en células B de la linea CH12F3 estimuladas a hacer CSR a
IgA (Muramatsu y col., 1999).

Posteriormente se observé que los ratones deficientes en AID son incapaces de
desarrollar procesos de CSR y SHM, y que por tanto AID es imprescindible para la
diversificacion secundaria de anticuerpos (Muramatsu y col., 2000). En ratén y
humanos, la Desaminasa Inducida por Activacién es la Unica enzima especifica
necesaria para desencadenar los procesos de hipermutacién somatica y cambio de
isotipo, como demostré la reconstitucion de ambas reacciones al tranfectarse
fibroblastos con los sustratos adecuados (Yoshikawa y col., 2002; Okazaki y col.,
2002).

Estructuralmente, la molécula humana de AID estd formada por 198 aminoacidos y
24kDa de peso molecular, y contiene cuatro dominios estructurales: un dominio
presumiblemente de localizacion nuclear en el extremo N-terminal, un dominio de
dimerizacion, un dominio catalitico de desaminacién y un dominio de exportacion

nuclear en el extremo C-terminal (Yadav y col., 2006; revisado en Maul y col., 2010).

El mecanismo a partir del cual AID induce las reacciones de SHM y CSR ha sido
objeto de un intenso debate (revisado en Delker y col., 2009) centrado en la naturaleza
de su sustrato: ARN o ADN. Actualmente, existen evidencias genéticas y bioquimicas
que demuestran que AID inicia estas reacciones mediante la desaminacion de
nucledsidos de citosina en el ADN de la region variable, en el caso de la SHM, o en la
region de switch del locus de Ig, en el caso del CSR. La eliminacién del grupo amino
de una citosina la convierte en uracilo (Petersen-Mahrt y col., 2002; Sohail y col., 2003;
Ramiro y col., 2003; Dickerson y col., 2003; Chaudhuri y col., 2003; Pham y col., 2003)
(Figura 1-4); de modo que la actividad de AID sobre el ADN del locus de Ig convierte un
par C:G en un desapareamiento de tipo U:G. Este desapareamiento puede procesarse
a través de vias alternativas para resolverse en forma de mutacién (SHM) o generando
una rotura en el ADN de doble cadena (DSB, del inglés, Double Strand Break) que se
reparara mediante un proceso de recombinacion intracromosémica (CSR) (revisado en

Longerich y col., 2006) (Figura I-5). Recientemente se han detectado residuos uracilo
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en regiones variables y de switch de las cadenas de Ig de linfocitos B estimulados, re-
emplazando fundamentalmente citosinas, lo que termina de demostrar la actividad
directa de AID sobre el ADN (Maul y col., 2011).

NH, o)

| AN AID: ﬁLNH
NAO N/go
H H

CITOSINA URACILO

Figura |-4. Actividad citosina desaminasa de AID. AID elimina el grupo -NH2 del anillo de la citosina
transformandola en uracilo.

Las mutaciones que se introducen durante la SHM son el resultado de la resolucion de
las lesiones U:G generadas por AID a través de tres modos alternativos: (a) que la
replicacion del ADN ocurre antes de que el uracilo pueda ser escindido por la enzima
UNG (del inglés, Uracil-N-DNA-Glycosylase), en ese caso se fijara una transicion; (b)
que actue UNG, generandose un sitio abasico antes de la replicacion del ADN, siendo
posible que ocurran tanto transiciones (cambio de bases purina por purina o pirimidina
por pirimidina) como transversiones (cambio de bases purina por pirimidina y
viceversa); (c) que el uracilo sea reconocido por la maquinaria de reparacion de
errores (MMR, del inglés, Mismatch Repair machinery), en cuyo caso se pueden
producir mutaciones en bases AT. Ademas, el sitio abasico generado por UNG puede
ser sustrato para una endonucleasa apirimidinica, lo que conduce a una rotura en la
hebra de ADN que contiene el sitio abasico. Esa rotura puede ser reparada, o bien
puede ser procesada por la maquinaria de union de extremos no homoélogos (NHEJ,
del inglés, Non-Homologous End Joining) y conducir al cambio de isotipo (revisado en
de Yébenes y col., 2006; revisado en Peled y col., 2008; revisado en Stavnezer y col.,
2008) (Figura I-5).

Mucho antes de la identificacién de AID como iniciador de las reacciones de SHM y
CSR en el centro germinal, se sabia que la actividad transcripcional de las regiones
variable y de switch era totalmente necesaria para que ambas reacciones se
desarrollaran. Hoy, se acepta que este requerimiento esta ligado mecanisticamente a
la funcion de AID, pues es necesaria la exposicion transitoria de la hebra de cadena

sencilla del ADN por la ARN polimerasa Il durante la transcripcién para que éste sea
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accesible para AID (Chaudhuri y col., 2003; Pham y col., 2003; Ramiro y col., 2003;
Shinkura y col., 2003; Chaudhuri y col., 2004), o dicho de otro modo, es necesaria la

activacion transcripcional del locus de Ig para que AID pueda acceder a él.

Variable Constante
! ' cucs Cy3 Cyl C2bCya Ce Co!
locuslgH —[i—o-eoiHi-eol-elellefle{lle{l

EnSp Sy3 Syl Sy2b Sy2a Se  Sa
[]
AID
C U
G G
unemMMR [ T\
Cu Cyl Cn Cyl
— e/~ — o>/ “<>& DSBs
Ep Sp Syl Ep Sp Syl
SHM 1. Respuesta a dafio en ADN R i
(53BP1, ATM,Nbs1, H2AX) e ATM
2. NHEJ 5\5R3F
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CSR TC

Figura I-5. Mecanismo de accion de AlD. AID desamina residuos dC en las regiones variables y en las de
switch transcripcionalmente activas generando desapareamientos dU:dG. El procesamiento de esta
lesiéon puede dar lugar a una mutaciéon permanente en el caso de la SHM o bien una rotura de doble
cadena (DSB) en el caso del CSR. Los DSBs generados en dos regiones de switch (en el diagrama, Su 'y
Sy1) se unen entre si mediante uniéon de extremos no homélogos (NHEJ, del inglés, Non Homologous
End-Joining) con la intervencién de moléculas implicadas en la respuesta a dafio en el ADN (53BP1,
ATM, Nbs1, H2AX). Los DSBs generados por AID también pueden ser sustrato para translocaciones
cromosomicas linfomagénicas, tales como c-myc/IgH, caracteristica del linfoma de Burkitt. p53, ATM y
ARF proveen mecanismos protectores contra este tipo de lesiones (basada en una figura de “Pérez-
Durany col., 2007”).

La importancia de AID para el desarrollo de una correcta respuesta inmune en
humanos se evidencia porque las mutaciones en el gen de AID estan asociadas a una
rara inmunodeficiencia (1/2000000) llamada Sindrome de Hiper-inmunoglobulinemia
tipo 2 (HIGM2). Esta inmunodeficiencia se caracteriza generalmente por elevados
niveles de IgM, ausencia de CSR y normal o disminuida SHM dependiendo del lugar
donde se localicen las mutaciones (Revy y col., 2000). Estos pacientes son propensos
a desarrollar infecciones bacterianas de los tractos digestivos y respiratorios e
hipertrofia linfoide (Minegishi y col., 2000; Quartier y col., 2004).
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Linfomas B y translocaciones cromosomicas

La proliferacién celular desregulada es la caracteristica principal de la transformacion
de las células sanas en tumorales. Se inicia a través de mutaciones que liberan a las
células de los controles y restricciones normales durante su crecimiento. La disrupcion
de los controles de crecimiento normal esta también, en muchas ocasiones, asociada
a translocaciones cromosomicas (TC, del inglés, Chromosomal Translocation) en las
que se fusiona un gen importante para el control del crecimiento celular con otro gen,

pasando el primero a ser controlado por los elementos reguladores del segundo.

El 95% de los linfomas diagnosticados en el mundo occidental tienen su origen en
células B, y de ellos, la mayoria derivan de células B maduras, es decir, de células B
de centro germinal o post-germinales, por lo que los centros germinales parecen ser
un ambiente especialmente propicio para la generaciéon de procesos linfomagénicos.
Los linfomas B se caracterizan por presentar translocaciones cromosdmicas por las
que un proto-oncogeén se yuxtapone a uno de los loci de Igs. Algunos ejemplos de
proto-oncogenes frecuentemente implicados en procesos linfomagénicos son MYC en
linfoma de Burkitt humano y en tumor de células plasmaticas, o plasmacitoma, en
ratén; BCL2 en linfomas foliculares; BCL6 en linfoma difuso folicular o BCL1 en linfoma
del manto. Debido a la translocacion, la expresion del proto-oncogén se desregula,
generalmente por encontrarse bajo el control de elementos reguladores de la
inmunoglobulina. En el caso de MYC y BCL1, proteinas implicadas en el control del
ciclo celular de células sanas, su desregulacién conlleva un aumento en la
proliferacion de los linfocitos B. En el caso de BCL2, una proteina que impide la
muerte celular programada en lifocitos B, su expresion anormal permite a algunas
células B sobrevivir y acumularse mas alla de su tiempo normal de vida. BCL6 es un
represor transcripcional de células B de centro germinal, su desregulacion se
relaciona, entre otras, con alteraciones en la activacion, supervivencia, respuesta a
dafio en el ADN vy diferenciaciéon de los linfocitos B. Estas translocaciones tienen
importancia etioldgica en el desarrollo de la enfermedad (revisado en Kippers y col,
2001; revisado en Kuppers, 2005). Las translocaciones que implican a IgH son mas
comunes que las que implican al locus IgL. Los lugares de union entre los
cromosomas (en inglés, breakpoints) normalmente se agrupan en las regiones de

switch o, con menos frecuencia, en las regiones variables.

Las translocaciones dan lugar a anormalidades cromosomicas Vvisibles

microscopicamente durante la metafase. Sin embargo, el analisis microscopico no es
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suficiente para detectar translocaciones poco frecuentes. Usando la reaccidon en
cadena de la polimerasa (PCR, del inglés, Polymerase Chain Reaction), es posible
detectarlas de un modo altamente sensible en diferentes muestras de tumores y
tejidos. Inicialmente, las translocaciones c-myc/lgH se amplificaron usando una
combinacién de oligonucleétidos degenerados y dos rondas de PCR anidada (Janz y
col., 1993; Muller y col., 1996). Mas recientemente, se disefid un nuevo protocolo de
dos rondas de PCR anidada en el cual se emplean oligonucledtidos altamente
especificos, hibridando unos en una de las regiones de switch de la Ig y los otros en
un proto-oncogen (Kovalchuk y col., 1996; Ramiro y col., 2004). Este protocolo

actualmente es el de eleccion por los diferentes laboratorios, incluido el nuestro.

Translocaciones cromosomicas inducidas por AID

Los ratones transgénicos para el gen de la interleuquina 6 (IL6Tg) desarrollan
hiperplasias linfoides en las que se generan espontaneamente translocaciones
t(12;15), homdlogas a las translocaciones t(8;14) presentes en linfoma de Burkitt
(Kovalchuk y col., 2002; revisado en Potter, 2003). En ausencia de AID no se
desarrollan translocaciones c-myc/lgH (Ramiro y col., 2004; Dorsett y col., 2007), lo
que indica que AID es necesaria para las translocaciones c-myc/IgH in vivo. Ademas,
la sobre-expresién de AID en linfocitos B primarios promueve la generacién de
translocaciones c-myc/IgH in vitro (Ramiro y col., 2006a y revisado en Ramiro y col.,
2006b).

Los proto-oncogenes también acumulan mutaciones en algunos linfomas, algunas
presumiblemente mediadas por la actividad de AID (Pasqualucci y col., 2001; revisado
en de Yébenes y col., 2006), aunque no se conoce bien su relevancia en

linfomagénesis.

El cambio de isotipo y las translocaciones cromosomicas se inician por un mecanismo
comun que implica la generacion de DSBs, previa actividad desaminasa de AID y
eliminacion del residuo dU por UNG (Ramiro y col., 2006a). Es probable que rutas
alternativas de generacién de DSBs, como los originados por agentes oxidantes
producidos por los neutréfilos presentes en los granulomas inducidos por pristano
(revisado en Potter, 2003; revisado en Klein y col., 2008), sean las responsables de las

translocaciones c-myc/IgH atipicas en ratones deficientes en AID.
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En condiciones fisiologicas, la frecuencia de translocaciones c-myc/IgH es
extremadamente baja in vitro (Ramiro y col., 2006a) e in vivo (Roschke y col., 1997).
Esto se explica porque la célula dispone de mecanismos de vigilancia en los que
participan los genes supresores de tumores p53, ATM y ARF (p19) que impiden que
los DSBs se resuelvan en forma de translocacion (Ramiro y col., 2006a y revisado en
Ramiro y col., 2006b). Las mutaciones que inactivan p53, ATM y ARF (p19) son
frecuentes en linfomas de células B maduras como el linfoma de Burkitt o el linfoma

difuso folicular (revisado en Kippers, 2005).

AID en linfomagénesis

Se han desarrollado distintos modelos murinos para tratar de entender el papel que

juega AID en linfomagénesis.

Modelos de pérdida de funcion de AID

Los ratones transgénicos de IL6 (modelo de plasmacitoma IL6Tg) desarrollan
hiperplasia de nddulos linfaticos en presencia de AID. La deficiencia en AID en estos
ratones cursa con ausencia de translocaciones c-myc/IgH y retraso de la hiperplasia y
la mortalidad (Ramiro y col, 2004).

Las neoplasias de células plasmaticas inducidas por inyeccion de pristano en ratones
de fondo genético Balb/c ByJ son atipicas en ausencia de AID (modelo de
plasmacitoma Bcl-xL/pristano). Los ratones no desarrollan ascitis, sus
reordenamientos c-myc/IlgH son inusuales y son tumores de baja frecuencia y

prolongada latencia (Kovalchuk y col, 2007).

La deficiencia en AID en el modelo de linfoma B de centro germinal IuHABCL6
(Cattoretti y col., 2005) genera una reduccion significativa en la incidencia tumoral y un
drastico cambio en el fenotipo de los linfomas que se desarrollan, siendo de células B
maduras cuando AID esta presente y de células B mas inmaduras en ausencia de AID
(Pasqualucci y col., 2008). La deficiencia en AID en el modelo de linfoma B que se
desarrolla en estadios tempranos de la diferenciacién B (uMYC) (Kovalchuk y col.,
2000) no afecta a la incidencia ni el fenotipo de los linfomas (Pasqualucci y col., 2008).
Esto indica que AID participa en la generacion de linfomas B maduros. Ademas,
existen mutaciones en el proto-oncogén Pim1 en presencia de AID (Pasqualucci y col.,

2008). Por tanto, AID participa en el inicio de los procesos linfomagénicos a través de
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las translocaciones cromosdmicas y en estadios mas avanzados introduciendo

mutaciones en proto-oncogenes como Pim1 (revisado en Pérez-Duran y col., 2007).

Ademas, se ha observado que la activaciéon estocastica de myc (ratones VkMyc)
mediante la actividad mutagénica de AID, conduce a la generacion de mieloma
multiple (Chesi y col., 2008).

Modelos de ganancia de funcion de AID: ratones trasgénicos de AID

Se han desarrollado distintos modelos de ganancia de funcién de AID mediante
la generacién de transgénicos que permiten la sobre-expresiéon de esta enzima, tanto
de forma ubicua como de forma especifica en linfocitos B. El transgénico de expresion
ubicua de AID bajo el promotor CAG (combinacién del promotor de la B-actina de pollo
y el enhancer del citomegalovirus), desarrolla principalmente linfomas T vy
microadenomas de pulmén, y ocasionalmente hepatocarcinomas (Morisawa y col.,
2008). Se observaron mutaciones, pero no se encontraron translocaciones (Okazaki y
col., 2003; Kotani y col., 2005). También se observé desarrollo de linfomas T en un
transgénico de AID donde se usa el promotor Ick (Rucci y col., 2006). Un segundo
modelo de transgénico de AID desarrollado bajo el control ubico de la B-actina,
permitia una baja actividad del transgén de AID (Shen y col., 2008). En todos los
casos, estos modelos transgénicos no dieron lugar a la generacién de linfomas B en
ratones que expresan ubicuamente AID. Este resultado podria deberse a un inicio mas
tardio de estos linfomas estando su aparicion enmascarada por otros tumores como
los linfomas T, por ello se desarrollaron nuevos modelos de ratones transgénicos, en

este caso especificos de células B.

Los transgénicos que expresan AID de forma especifica en linfocitos B tras expresion
de la recombinasa Cre bajo el promotor de CD19, no desarrollaron linfomas B en
veinte meses. En este modelo la actividad del transgén es baja, medido como
ineficiencia en las reacciones de CSR y SHM, pudiendo ser insuficiente la actividad de
AID para promover acumulacion de lesiones linfomagénicas. Los autores defienden
que es posible que existan mecanismos reguladores negativos que especificamente
restringen la actividad de AID en linfocitos B (Muto y col., 2006). Durante el desarrollo
de este trabajo se han generado ratones transgénicos que expresan AID en células B
bajo el control de los elementos reguladores de Igk. Estos animales s6lo desarrollan
linfomas B en ausencia del gen supresor de tumores p53. Se observé un significativo

incremento en SHM en linfocitos B naive, sin embargo no esta asociado a la aparicion
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de translocaciones c-myc/IgH en ellos y se mantiene la especificidad de accion de AID

(Robbiani y col.,, 2009). Estos resultados podrian indicar de nuevo que existen

mecanismos de proteccion contra la actividad de AID, quiza activos en contextos

celulares especificos.

Regulacion de AID

Como hemos visto, la funcion de AID es crucial para el desarrollo de una respuesta

inmune eficiente, pero a la vez supone un riesgo al introducir inestabilidad gendmica

en las células. Por ello, debe haber distintos mecanismos responsables de minimizar

los efectos indeseados de los que AID es responsable. Los mecanismos reguladores

de la actividad de AID conocidos son:

Regulacién Transcripcional. La expresion de AID se describid originalmente
como exclusiva de linfocitos B activados de centros germinales (Muramatsu y
col., 1999). Sin embargo, hoy sabemos que aunque su expresion esta
principalmente limitada a células B activadas, también existe expresion de AID
en oocitos (Morgan y col., 2004) y espermatocitos (Schreck y col., 2006), en
linfocitos B inmaduros de médula 6sea (Mao y col., 2004; Crouch y col., 2007),
en algunos carcinomas ajenos al linaje B (Matsumoto y col., 2007; Endo y col.,
2007), en células preB infectadas con el virus Ab-MLV (Gourzi y col., 2006) y
en células B naive infectadas con los virus de Epstain-Barr (He y col., 2003;
Epeldegui y col., 2007) y virus de la hepatitis C (Machida y col., 2004; Machida
y col., 2005). Sin embargo, la relevancia funcional de AID en estos tejidos

todavia es controvertida.

La regulacion espacio-temporal de la expresion de AID se relaciona con el
conjunto de factores activadores y represores transcripcionales que son
reclutados a elementos reguladores del gen de AID (Aicda), como son el factor
nuclear kB (NF-xB), Pax5, E47, Blimp1, 1d2, Id3, Irf8 y HoxC4 (Shaffer y col.,
2002; Lin y col., 2002; Gonda y col., 2003; Sayegh y col., 2003; Dedeoglu y
col., 2004; Sciammas y col., 2006). Seria también plausible pensar en una
regulacién de AID mediada por un mecanismo hormonal, ya que esta descrita
la participacion de las hormonas en multiples procesos fisiolégicos (revisado en
McDonnell y col., 2002). Durante la reaccion de CSR, se remodela la cromatina
por acetilacion y metilacion en el promotor basal y al enhancer intronico del gen

de AID (Crouch y col., 2007) (Figura |-6). Hay evidencias de la existencia de un
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elemento conservado en la region 5° de AID (CNSVIII) y de uno en la region 3°
con marcas epigenéticas caracteristicas (Crouch y col., 2007) (Figura 1-6). Por
el momento no esta claro cdmo todos estos elementos limitan la transcripciéon

de AID fundamentalmente a células B de centro germinal.

Regulacion Post-Transcripcional. Los microARNs son pequefias moléculas
de ARN no codificante que regulan la expresién por degradacién post-
transcripcional o inhibicién de la traduccion de los transcritos diana de ARN
mensajero (ARNm). Estdn implicados en la regulacién de diversas rutas
biolégicas entre las que estan la diferenciacion celular, proliferacion vy
apoptosis. Ademas, su expresidon aberrante se ha relacionado con
transformacion celular y linfomagénesis. Se ha observado que al menos dos de
ellos, miR155 y mir181b, actian como mecanismos reguladores de AID al
modular su expresion por union directa al extremo 3" no transcrito de AID
(Dorsett y col., 2008; Teng y col., 2008; de Yébenes y col., 2008) (Figura I-6).

Regulacién Post-Traduccional y localizacién subcelular de AID. La
actividad de AID aumenta tras su fosforilacion en la serina 38 por la proteina
quinasa A y/o proteina quinasa C (PKA y/o C) (Basu y col., 2005; Pasqualucci y
col., 2006; McBride y col.,, 2006; McBride y col., 2008), probablemente
facilitando asi la interaccién de AID con la proteina A de replicacion (RPA) y asi
su acceso al ADN de cadena sencilla (Basu y col., 2005; Chaudhuri y col.,
2004) (Figura 1-6).

Aunque AID actua directamente en el ADN, la mayor parte de la proteina se
encuentra en el citoplasma (Rada y col., 2002; Cattoretti y col., 2006). Su
permanencia limitada en el nucleo esta relacionada con la sefal de exportacién
nuclear presente en su carboxilo terminal, que es reconocida por la exportina
CRM1 (McBride y col., 2004; Ito y col., 2004; Brar y col., 2004), y con la
degradacion proteasomal nuclear del AID poli-ubiquitinado (Aoufouchi y col.,
2008) (Figura I-6). Recientemente, se ha observado que la chaperona Hsp90
estabiliza a AID en el citoplasma, impidiendo su poli-ubiquitinacion y posterior

degradacion proteasomal (Orthwein y col., 2010).

Se ha observado que el proceso de importacion nuclear de AID es activo, a
pesar de su pequeno tamano. Ademas, existe en su extremo carboxilo terminal

una secuencia de retencion citoplasmatica, que dificulta la difusiéon al nucleo,



INTRODUCCION

siendo crucial para mantener la localizacion predominantemente citoplasmatica
de AID (Patenaude y col., 2009).

Targeting. AID actua preferencialmente sobre los loci de Igs, siendo baja su
actividad en otros genes. Se desconocen los mecanismos que restringen la
actividad de AID fundamentalmente a los genes de inmunoglobulinas
(targeting), siendo el unico requerimiento conocido para su actividad que la
region diana se encuentre transcripcionalmente activa (Yoshikawa y col., 2002;
Ramiro y col., 2003) (Figura |-6). AID introduce mutaciones preferentemente,
aunque no exclusivamente, en motivos definidos por la secuencia
trinucleotidica degenerada WRC (donde W: Ao Ty R: A o G) (revisado en
Maizels, 2005) in vivo (Bransteitter y col., 2004) e in vitro (Xue y col., 2006). Sin
embargo, la baja complejidad de este motivo hace que se encuentre
diseminado por todo el genoma siendo, por tanto, insuficiente para limitar la
actividad al locus de Ig. Debe existir algo mas alla de la secuencia primaria de
ADN que explique la especificidad de secuencia de AID. Se ha sugerido que
AID podria actuar sobre una amplia proporcion de genes transcripcionalmente
activos pero que distintos mecanismos de reparacién estarian implicados en
neutralizar esta actividad mutagénica en la mayor parte de los casos (Liu y col.,
2008). Recientemente, se ha relacionado la especificidad de secuencia de AID
con los lugares donde se detiene la ARN polimerasa I, siendo reclutada AID a
ellos a través de su interaccion con el factor transcripcional de elongacion Spt5
(Pavri y col., 2010). No obstante, la especificidad de las dianas de AID sigue

siendo un tema de intenso estudio y debate.
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Figura 1-6. Mecanismos reguladores de la actividad de AID. La expresion y actividad de AID estan
reguladas por distintos mecanismos, que presumiblemente evitan la introduccién de dafios no controlados
en el genoma. Se conocen mecanismos reguladores a nivel transcripcional, post-transcripcional, post-
traduccional y de localizacién en el interior de la célula: 1. La expresion de AID es especifica de linfocitos
B activados; 2. Regulacién por microARN de la vida media del ARNm de AID; 3. Proteina quinasa A (PKA)
y/o proteina quinasa C (PKC) median la fosforilacion de AID; 4. Exportacion nuclear de AID mediada por
CRM1; 5. Degradacion proteasomal nuclear; 6. Accesibilidad al ADN transcrito a través de la interaccion
de AID con la proteina A de replicacion (RPA); 7. Reclutamiento preferencial del complejo AID-RPA a los
genes de inmunoglobulinas; 8. Hipermutacion inespecifica en genes que no son inmunoglobulinas, como
c-myc, contrarrestado por maquinaria de reparacion BER/MMR (reparacién por escision de la base
erréonea y reparacion de apareaminentos erréneos, del inglés, error-free Base Excision Repair and
MisMatch Repair); 9. p53 contrarresta la formacién de translocaciones cromosémicas presumiblemente a
través de diferentes rutas protectoras. Este sistema de seguridad también podria eliminar los linfocitos B

que contengan un amplio dafio en el ADN (basada en una figura de “Casellas y col., 2009”).

Por todo lo dicho, la regulacion de AID tiene consecuencias profundas en el contexto
de las lesiones linfomagénicas y de otras neoplasias, al limitar fisiolégicamente las
mutaciones inespecificas y las translocaciones cromosémicas inducidas por AID para

evitar la transformacion celular (Figura |-6).

50



INTRODUCCION

Como hemos visto, los linfocitos B del sistema inmune son susceptibles a sufrir
eventos transformantes debido a los procesos de remodelacién somatica y a su
elevada tasa de proliferacion para generar una diversidad ilimitada. Por ello, ademas
de la correcta regulacién de AID, los mecanismos de respuesta de dafo al ADN (DDR,
del inglés, DNA Damage Response) y la regulacion del ciclo celular también son muy
importantes para mantener la homeostasis y evitar la progresiéon neoplasica. Uno de
los mas importantes representantes de la DDR es el gen supresor de tumores p53,
que es activado por una serie de quinasas tras dafo en el ADN. La activacién de p53
puede conducir a un aumento de la reparacion del ADN, parada transitoria del ciclo
celular, senescencia o apoptosis dependiendo de la intensidad y persistencia de la
sefal de dafio. En ratones con una copia extra de p53 (Superp53) se observa una
DDR aumentada y una mayor proteccién contra el cancer (Garcia-Cao y col., 2002).
Por otra parte, se ha observado que ratones deficientes en los genes supresores de
-p1
(Serrano y col., 1996). En nuestro laboratorio se ha observado que la proteccion contra

INK4 ARF
6 2-p19

tumores p1 son propensos al desarrollo de linfomas B y sarcomas
las translocaciones c-myc/IgH mediadas por AID en ratones Superp53 es dependiente
de Arf (Laura Belver, datos sin publicar). Estos mecanismos de vigilancia impiden que
los DSBs se resuelvan en forma de translocacion (Ramiro y col., 2006a y revisado en
Ramiro y col., 2006b). Son frecuentes las mutaciones que inactivan genes supresores

de tumores en linfomas de células B maduras (revisado en Kippers, 2005).

Ha pasado algo mas de una década desde el descubrimiento de AID (Muramatsu y
col., 1999) y se han hecho importante avances hacia una mejor comprension de su
papel en la diversificacion secundaria de anticuerpos y en la generacion de lesiones
linfomagénicas. Sin embargo, como en todas las areas nuevas de conocimiento, sigue
habiendo muchas preguntas sin respuesta. El objetivo de esta tesis doctoral ha sido
continuar avanzando en el estudio de la funcion fisiologica y patogénica de AID,
mediante el analisis de nuevos posibles mecanismos regulatorios de su actividad y el
desarrollo de un modelo murino que nos permita estudiar su implicacion en la alta

propension de los linfocitos B maduros a sufrir transformaciones malignas.
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No es el conocimiento, sino el acto de aprendizaje, y no la posesion, sino el acto de
llegar alli, que concede el mayor disfrute.

Carl Friedrich Gauss



OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo experimental presentado en esta tesis ha sido estudiar
los mecanismos reguladores de la actividad de la Desaminasa Inducida por Activacion

(AID). Este objetivo general se ha desglosado en tres particulares.

1. Evaluar el efecto de la dosis génica de AID. Se pretende analizar si los niveles
de expresion de AID son limitantes para el desarrollo de su funcion.
a. Determinar si la cantidad de AID es limitante a nivel fisiolégico.

b. Determinar si la cantidad de AID es limitante a nivel linfomagénico.

2. Estudiar el papel del estrogeno sobre la expresion de AlD.
a. ldentificar posibles elementos de respuesta a estrogeno
b. Determinar el efecto del estrogeno en la diversificacion de anticuerpos y

a nivel linfomagénico

3. Analisis de la actividad de AID en distintos estadios de la diferenciacién B.
a. Generacién y caracterizacion de un modelo inducible de sobre-
expresion de AID in vivo.
b. Papel del contexto celular en la actividad de AID.

c. Papel de AID en linfomagénesis de células B.
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Puede ser un héroe lo mismo el que triunfa que el que sucumbe, pero jamas el que

abandona el combate.

Thomas Carlyle



MATERIALES Y METODOS

Lineas de ratdon

Los ratones con un solo alelo de AID (AID*") se obtuvieron mediante el cruce de
animales con fondo genético Balb/c con ratones Balb/c AID” (Ramiro y col., 2004). Los
ratones Balb/c AID” fueron cedidos por el Dr. Nussenzweig, y derivan de los AID™ del
laboratorio del Dr. T. Honjo (Universidad de Kyoto, Kyoto, Japén) (Muramatsu y col.,
2000). Los ratones AID"" con una séla copia de p53 (p53*"AID*") proceden de cruzar
machos C57BL/6J p53” (laboratorios Jackson) con hembras Balb/c AID”. Las
muestras de nédulos linfaticos de ratones ILBTgAID™, ILETgAID*" e ILBTgAID™ fueron
cedidas por el Dr. M. Nussenzweig (Universidad de Rockefeller, Nueva York, Estados
Unidos) (Ramiro y col., 2004; Dorsett y col., 2007).

Los ratones con una copia extra de AID en linfocitos B se obtuvieron por el cruce de

6AIDki/+ kil+

los ratones Rosa2 con ratones CD19-Cre
los Rosa26"™* CD19-Cre""*, y de los ratones Rosa26"™"* con ratones MB1-Cre"/*
(Hobeika y col., 2006), en el caso de los Rosa26"™* MB1-Cre"”". Ademas, se
obtuvieron ambos modelos, Rosa26"™* CD19-Cre""* y Rosa26*®™* MB1-Cre"*, en
fondos deficientes en p53 (laboratorios Jackson) y deficientes en Ink4a/Arf (Serrano y

col., 1996).

(Rickert y col., 1997), en el caso de

Para el genotipaje de todos los animales, se aislé ADN de cola usandose una solucion
de lisis (Tris-HCI 50mM pHB8.0, NaCl 200mM, EDTA 10mM, SDS 1%) a la que se le
anadié proteinasa K fresca (0.4mg/ml, Roche Applied Science) durante toda la noche a
55°C, posteriormente se extrajo el ADN con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Sigma
Aldrich), precipitacion con etanol puro (Merck) durante al menos media hora a -20°C,
lavado con etanol 75% y resuspension en solucion TE (Tris-Cl pH8 10mM, EDTA
1mM). Las muestras de ADN se conservaron a 4°C. Todos los ensayos de PCR se
hicieron en un 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) y los productos de PCR se
separaron en geles de agarosa (Euroclone) mediante electroforesis. Los
oligonucléotidos empleados en las distintas reacciones de amplificacién se indican en

la Tabla | y las condiciones usadas en la Tabla Il.

Los animales se mantuvieron en condiciones libre de patdégenos tal y como indica la
Federacion de Asociaciones Europeas de las Ciencias de Animales de Laboratorio
(FELASA). Todos los experimentos se realizaron siguiendo los protocolos aprobados
por el Comité de Bioética y Bienestar Animal del Instituto de Salud Carlos Il (Madrid) o

del Cancer Research UK (Londres).
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Tabla | Oligonucledtidos para el analisis mediante PCR.
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Tabla Il Condiciones de PCR.
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Analisis fenotipicos de poblaciones B

Los ratones se sacrificaron en camara de CO, por hipoxia y posteriormente se
extrajeron el bazo, las placas de Peyer, los fémures y sangre directamente del
corazén. Se mantuvieron los 6rganos en RPMI-1640 (Sigma Aldrich) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (FBS, del inglés, Fetal Bovine Serum) y los antibiéticos
penicilina (50 U/mL) y estreptomicina (50 pg/mL) (RPMI completo), sobre hielo hasta
su procesamiento. Los bazos y las placas de Peyer se disgregaron sobre filtros de
nylon de 70 um de tamafo de poro en RPMI completo y las suspensiones celulares
obtenidas, junto con las sangres, se centrifugaron 8 minutos a 1200 revoluciones por
minuto en frio (8/1200rpm/4°C). La médula ésea se obtuvo por perfusion con RPMI
completo a través del conducto medular de los fémures y también se centrifugd
(8°/1200rpm/4°C). Las células de placas de Peyer se resuspendieron en tampoén
fosfato salino 1X (PBS, Phosphate Buffer Solution) suplementado con 1% FBS (PBS-
1% FBS) directamente tras la centrifugacion. Las células de bazo, sangre y médula
Osea se trataron con una solucion de cloruro de amonio (ACK Lysing Buffer,
BioWhittaker) durante 4 minutos a temperatura ambiente, con la que se produce la lisis
de los globulos rojos. Pasado ese tiempo, se paro la reaccion de lisis afadiendo RPMI
completo frio y la suspension celular se centrifugd de nuevo (8/1200rpm/4°C),

resuspendiéndose las células en PBS-1% FBS.

Para el analisis de distintas poblaciones B, las células obtenidas de médula ésea,
bazo, placas de Peyer y sangre se marcaron con anticuerpos conjugados a distintos
fluorocromos o biotinilados. Por cada tincién se marcaron 2 x 10° células: se
centrifugaron (3'/1200rpm/4°C), se retir6 el sobrenadante y las células se
resuspendieron en PBS-1% FBS con los anticuerpos diluidos correspondientes en
cada caso. Las células se incubaron protegidas de la luz y en hielo durante 15-20
minutos, tras los cuales se lavaron con PBS-1% FBS y se centrifugaron de nuevo
(3/1200rpm/4°C). Si los anticuerpos estaban directamente conjugados a un
fluorocromo, tras el lavado, las células se resuspendieron en PBS-1% FBS para su
analisis citométrico. Si los anticuerpos estaban biotinilados, se precis6é de un segundo
paso de marcaje en las mismas condiciones que el inicial pero en este caso con la
dilucion de la estreptavidina conjugada al fluorocromo correspondiente. Al igual que
cuando el anticuerpo es directo, se realiz6 un lavado con PBS-1% FBS, y tras
centrifugacion (3'/1200rpm/4°C) se resuspendieron las células en PBS-1% FBS. Los

anticuerpos empleados en los distintos marcajes se indican en la Tabla Ill.
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Tabla Ill Anticuerpos usados en citometria.

Anticuerpos Compafia

B220-Vioblue Miltenyi Biotec
CD138-PE BD Biosciences Pharmingen
CD19-APC BD Biosciences Pharmingen

Fas-PE BD Biosciences Pharmingen
GL7-AlexaFluor647 eBioscience
GL7-FITC BD Biosciences Pharmingen
IgA-PE AbD Serotec
IgM-PE Invitrogen
IgD-biotina SouthernBiotech
IgG1-biotina BD Biosciences Pharmingen
IgG3-biotina BD Biosciences Pharmingen
Streptavidina-APC BD Biosciences Pharmingen
Streptavidina-Percp Cy 5.5 BD Biosciences Pharmingen

Cultivos celulares y citometria de flujo

Cultivo de lineas celulares
Se cultivaron las lineas celulares 293T y 3T3 en un incubador en condiciones estandar
de humedad, temperatura y didxido de carbono (37°C / 95% humedad relativa / 5%
CO2) con medio DMEM (Gibco) suplementado con 10% de FBS y los antibiéticos
penicilina (50 U/mL) y estreptomicina (50 ug/mL) (DMEM completo). La linea humana
HS13 (Ramos) se cultivd en RPMI-1640 y medio Glutamax (Invitrogen), en iguales

condiciones de humedad, temperatura y CO..

Cultivo de linfocitos B primarios

Se aislaron linfocitos B de bazo en condiciones de esterilidad. Para ello se disgregaron
sobre filtros de nylon de 70um de tamafo de poro usando RPMI completo. Se
centrifugaron las suspensiones celulares (8/1200rpm/4°C), se lisaron los glébulos
rojos con cloruro de amonio y se paré la reaccion con RPMI completo frio como se
describié previamente. Posteriormente se centrifugaron (8/1200rpm/4°C) y se
incubaron a una concentracién de 10x10° células/ml con el anticuerpo anti-CD43
acoplado a microparticulas magnéticas (Miltenyi Biotec) diluido en PBS-1%FBS,
durante 25 minutos en hielo y oscuridad. Las células se lavaron con PBS-1%FBS,
centrifugaron (8/1200rpm/4°C) y resuspendieron en PBS-1%FBS. La suspension
celular se hizo pasar por una columna magnética, en la cual queda retenida la fraccion

positiva, cayendo la fraccion CD43 negativa donde se encuentran los linfocitos B. A
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continuacién se marcaron durante 20 minutos a 37°C con CFSE (5um, Molecular
Probes), para estudiar proliferacién en las células AID"*y AID*" por dilucién de este
colorante que se incorpora en la membrana de las células, o bien durante 4 minutos a
temperatura ambiente con PKH26 (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit for general
cell membrane labeling, 2x10°M, Sigma Aldrich) en los linfocitos B Rosa26"'™"*
CD19Cre"* y Rosa26”** CD19Cre"*, siguiendo las condiciones de lavado de los
respectivos fabricantes. Posteriormente se cultivaron durante un maximo de seis dias
en RPMI completo con 2-B-mercaptoetanol (50uM, Gibco) y Hepes (10mM, Invitrogen),
salvo en el caso de los experimentos con estrégeno, donde se usd un medio carente

de hormonas (Opti-MeM Reduced Serum Medium, Invitrogen) en lugar de RPMI-1640.

Se estimularon con lipopolisacarido (LPS, 25ug/ml, Sigma Aldrich) para inducir cambio
de isotipo a 1gG3, con LPS e interleuquina 4 (IL4, 10-50ng/ml, PrepoTech/R&D
systems Europe Ldt) para inducirlo a IgG1 e IgE, con LPS y TGFB (TGFB1 humano,
2ng/ml, R&D systems Europe Ldt) para inducirlo a IgA o con antiCD40 (500ng/ml, BD
Pharmingen) o antiCD40 e IL4 para inducirlo a IgG1 segun los experimentos, en
algunos casos se afiadié también BAFF/BLys/TNFSF13B recombinante de raton
(20ng/ml, R&D Systems Europe Ldt) para mejorar la supervivencia. El estrogeno (17-
B-estradiol; Sigma Aldrich) se disolvi6 en DMSO usandose concentraciones
fisioldgicas en un rango entre 10" y 10° M segun el experimento (la concentracion
final de DMSO nunca fue mayor del 0.1%) y se anadié junto con el LPS y las
citoquinas. El estrégeno se afiadid a las células cada 48 horas. Los porcentajes de
células IgG1* e IgG3" se evaluaron con anticuerpos especificos (Tabla Ill) marcando
las células como se indicé anteriormente a distintos tiempos de cultivo usando

citometria de flujo. Se hicieron duplicados de todas las muestras.

Para el analisis de ADN y ARN de los cultivos, en los experimentos de la primera parte
de resultados se aislaron las células B vivas mediante centrifugacion en gradiente de

Ficoll (Amersham Biosciences).

Citometria de flujo

Para los analisis citométricos se resuspendieron mediante pipeteo los linfocitos B
primarios o levantaron con tripsina (Sigma Aldrich) las células adherentes 3T3 y 293T.
Se lavaron con PBS-1% FBS, se centrifugaron (5/1200rpm), se marcaron con los
anticuerpos correspondientes segun el caso (Tabla Ill) y se resuspendieron en PBS-
1% FBS. Se analizé por citometria el porcentaje de células positivas, asi como la

intensidad de la fluorescencia, en cada caso.
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Los andlisis citométricos se llevaron a cabo en los equipos FACS Calibur™ y FACS
Canto™ (Bekton Dickinson Biosciences) con los softwares FACSDiva (BD

Biosciences) y FlowJo.

Obtencion de sobrenadantes retrovirales y transduccion de

linfocitos B primarios

Se co-transfectaron células empaquetadoras 293T, con dos tipos de vectores
diferentes para generar sobrenadantes retrovirales: un plasmido retroviral (pbMXPIE) y
un plasmido empaquetador de retrovirus (pCLEco). El vector pCLEco posee las
secuencias codificantes de una capsida retroviral con tropismo murino, pero no
dispone de una secuencia de encapsidacion funcional. Por su parte, el vector retroviral
pMXPIE contiene la secuencia de encapsidacion, el gen de interés que se pretende
sobreexpresar, en este caso AID o bien AID cataliticamente inactivo en el caso de que

se trate de un control negativo (AIDF%%9),

Se obtuvieron los sobrenadantes retrovirales por cotransfeccion transitoria con fosfato
calcico de células 293T. Se plaquearon 2.5 x 10° células en cada pocillo de placa de
cultivo de 6 pocillos. Al dia siguiente, se prepard el medio de transfeccion que contiene
10 yL de CaCl, (2.5M), 90 uL de agua destilada estéril, 2 ug del vector pCL-Eco y 2 ug
del plasmido retroviral (pMXPIE-AID o pMXPIE-AIDE®?) por cada pocillo. Se afiadio
por goteo esa mezcla sobre 100 uL de buffer HeBS (0.28 M NaClz, 1.5 mM NazHPOs4,
50 uM Hepes) al tiempo que se burbujeaba con una pipeta Pasteur y se incubé a
temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir la formacion de los complejos
ADN - fosfato calcico. A continuacién se distribuyé la mezcla sobre el cultivo celular
por goteo y las células se crecieron durante 16 horas en presencia del medio de
transfeccién. Tras ese tiempo se sustituy6é el medio por RPMI completo y se mantuvo
el cultivo durante 24 horas mas, para que se acumularan particulas retrovirales.
Finalmente se recogié el sobrenadante retroviral y se filtré (0.2um) para eliminar

posibles restos celulares.

A los cultivos de linfocitos B, estimulados durante 24 horas con LPS e IL4 como se
describié previamente, se les retiré el medio y se les anadié el sobrenadante retroviral
filtrado, en presencia de polibreno (8ug/ml, Sigma Aldrich). Las células se
centrifugaron durante 2 horas a 1200 rpm para favorecer la transduccion y se
incubaron durante unas 20 horas en condiciones estandar. Tras ese tiempo se les

retird el sobrenadante retroviral, y se les afadié de nuevo medio RPMI completo. Se
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recogieron los linfocitos B a las 48 horas de la transduccion y se aislaron las células
GFP* con un FACS Aria™ (Becton-Dickinson). El porcentaje de células IgG1* se
evalud con anticuerpos especificos (anti-lgG1biotina y Streptavidina-APC) (Tabla Ill) y
el marcador de viabilidad 7-Amino-Actinomycin D (7AAD, BD Pharmingen) por

citometria de flujo siguiendo los protocolos de marcaje ya indicados.

Analisis de expresidon por PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-
PCR)

Se recogieron células B de bazo naive o estimuladas, aisladas de placas de Peyer o
bien sangre. Se lavaron con PBS-1% FBS, centrifugaron (5/1200rpm) vy
resuspendieron en PBS-1% FBS. Se extrajo ARN total de ellas con TRIzol (Invitrogen),
siguiendo el protocolo de la casa comercial. Se usé 1ul de poliacrilamida lineal
(Ambion) como co-precipitante. Se generd el correspondiente ADN complementario
(ADNc) mediante transcripcidn inversa (Superscript Il Reverse Transcriptase,
Invitrogen), usando hexameros al azar (Applied Biosystems) y en las condiciones

estandar indicadas por el fabricante.

Se empleé SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) para amplificar el
ADNCc obtenido en un 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las
condiciones para la amplificacion fueron: 2°/ 50°C+ 10°+95°C+4Qciclos (15°/95°C y
1°/60°C). Se analiz6 la expresiéon de AID y transcritos de y1 en diluciones seriadas de
todas las muestras y se utilizaron los niveles de expresion de GAPDH en cada una
para normalizar los resultados. También se analizé la expresion de circulos de switch
de los isotipos 1gG1, IgG3, IgA e IgE, tras tratamiento durante 72 horas con estrégeno
de linfocitos B y las correspondientes citoquinas junto con LPS, e igualmente se uso6
GAPDH para normalizar. Las secuencias de los oligonuclettidos empleados para
amplificar AID, GAPDH vy los distintos transcritos de los circulos de la reaccién de

switch se indican en la Tabla |V.

Las muestras de ARN se conservaron en condiciones de ultracongelacion a -80°C, y

las de ADN complementario a -20°C.
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Tabla IV Anticuerpos usados en citometria. (A) Oligonucledtidos usados en la parte | y Il de resultados.
(B) Oligonucledtidos usados en la parte Il de resultados.

Sentido Antisentido
AlD¢a) 5'-ACCTTCGCAACAAGTCTGGCT-3' 5-AGCCTTGCGGTCTTCACAGAA-3'
AlDg,) 5'-AACCCAATTTTCAGATCGCG-3' 5 -AGCGGTTCCTGGCTATGATAAC-3'
Transcritos y1 5 -TCGAGAAGCCTGAGGAATGTG-3' 5 -ATGGAGTTAGTTTGGGCAGCA-3'
Circulos 1gG1 5-TCGAGAAGCCTGAGGAATGTG-3' 5-GAAGACATTTGGGAAGGACTGACT-3'

Circulos 1gG3 5-TGGGCAAGTGGATCTGAACA-3' 5-AATGGTGCTGGGCAGGAAGT-3'
Circulos IgA 5-CCAGGCATGGTTGAGATAGAGATAG-3’ 5-AATGGTGCTGGGCAGGAAGT-3'
Circulos IgE 5-TTGGACTACTGGGGTCAAGG-3’ 5-CAGTGCCTTTACAGGGCTTC-3’
GAPDH) 5 -TGAAGCAGGCATCTGAGGG-3' 5'-CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG-3'
GAPDH, 5-GCACAGTCAAGGCCGAGAAT-3" 5'-GCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3'

Generacion del modelo murino Rosa26™"™!

Construccion del vector de targeting Rosa26AID

Para introducir el ADNc de AID en el locus de Rosa26 se uso el sistema de
recombinacion homoéloga Gateway (Invitrogen) (Hartley y col., 2000). Esta tecnologia
se basa en las propiedades de recombinacion sitio especificas del bacteriéfago
lambda (revisado en Landy, 1989), el cual contiene sitios de recombinacién bien
caracterizados conocidos como att (del inglés, site-specific ATTachment). Se trata de
un sistema de clonaje rapido, altamente eficiente y que no emplea ligasa, estando su
uso ampliamente extendido como alternativa al método tradicional de clonaje basado
en la ligasa T4. El sistema consiste en el clonaje del gen de interés, en este caso el
ADNCc de AID, en un vector de entrada (pCR8/GW/Topo, Invitrogen) que contiene dos
secuencias de recombinacion attL1 y attL2 que flanquearan al ADN de interés (pCR8-
AID clon3). Posteriormente, mediante una reaccion de recombinacion catalizada por
la enzima Clonasa se incorpora el ADNc de AID en un vector Gateway receptor que
contiene dos lugares de recombinacion attR1 y attR2. El sitio attL1 reacciona s6lo con
el attR1 y el attL2 solo con el attR2. En este caso el plasmido receptor, ademas de los
sitios de recombinacién, contiene un stop transcripcional flanqueado por 2 sitios loxP,
todo ello dentro del locus de Rosa26. La construccion ademas contiene una secuencia
IRES y posteriormente la secuencia de GFP, lo que permite la sobre-expresién de un
mensajero bicistrénico que codifica para las proteinas AID y GFP (Rosa26AID clon3-

20C) (Figura R-14A). Se empled el protocolo recomendado por la compafia para el
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clonaje del ADNc de AID en el locus de Rosa26, siguiendo los pasos que se acaban

de describir.

Testaje funcional del vector de targeting

Se comprobd si tras la expresién de una Cre recombinasa se induce la
expresion de AID in vitro en células que contienen el vector Rosa26AlD. Basicamente,
para ello se nucleofectaron células 3T3 con esta construccion, y posteriormente se
infectaron con la recombinasa Cre. Se analiz6 expresion de AID y porcentaje de

células GFP positivas en estas células. Se describe con mas detalle a continuacion.

¢ Nucleofecciéon de células 3T3

Por cada punto de nucleofeccion se resuspendieron 2 x 10° de células 3T3 en la
solucion MEF1 recién preparada (MEF1 nucleofector kit, Amaxa). Se anadieron 5ug
del plasmido, en este caso Rosa26AID clon3-20C y se colocé la mezcla en una cubeta
de nucleofeccion siguiendo el protocolo del fabricante. Tras la nucleofeccion en un
Nucleofector Amaxa, se recogieron las células con mucho cuidado, se diluyeron en

DMEM completo precalentado y distribuyeron en tres placas de cultivo p60.

Pasadas 24 horas de la nucleofeccion, se anadio el antibiético G418 (1mg/ml, Gibco),
para enriquecer la poblacién de células que han incorporado el vector de targeting, ya
que éste contiene un gen de resistencia al mismo. Se crecieron los distintos clones
picados de las placas originales de p60 en pocillos de placa de 96 pocillos. Se
siguieron creciendo, de modo que pasados unos veinte dias los tuvimos en placa de
cultivo de 6 pocillos. En ese momento se plaquearon células empaquetadoras 293T
para generar los sobrenadantes retrovirales que contienen la recombinasa Cre, con los

qgue posteriormente seran transducidos esos clones.

e Obtenciéon de sobrenadantes retrovirales y transduccion de células 3T3

Se obtuvo sobrenadante retroviral tras transfeccion con fosfato calcico de células 293T
tal y como se indico mas arriba con los vectores plasmidicos pBabe-Cre o pBabe-
Vacio combinados con el plasmido pCLEco. Se transdujeron con el sobrenadante
retroviral, y en presencia de polibreno, las células 3T3 nucleofectadas y seleccionadas
con G418. Tras 20 horas de transduccion se les retiré el sobrenadante retroviral, y se

les afadié de nuevo medio DMEM completo.
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Finalmente se seleccionaron las células que han sido transducidas con el vector
pBabe-Cre o el control pBabe-Vacio, mediante la adicion del antibiético puromicina
(0.4pg/ml) y se analizé el porcentaje e intensidad de células GFP positivas por
citometria de flujo y la expresion de AID por qRT-PCR, siguiendo los protocolos

indicados anteriormente.

Electroporacion

Tras observar células GFP positivas por citometria y expresién de AID por qRT-
PCR llegamos a la conclusion de que el vector Rosa26AID-3-20C era funcional. La
unidad de ratones transgénicos del CNIO electroporé dicha construcciéon Rosa26AID-
3-20 linearizada en células madre embrionarias G4 (F1, hibridas de 129S6/SvEvTac y
C57BL/6Ncr) (George y col., 2007) de raton.

Identificacion por southern blot de clones con el vector de targeting

integrado

La unidad de transgénicos nos entregd 266 clones de células madre
electroporadas con la construccién Rosa26AID-3-20C en pocillos de placa de 96. Se
crecieron usando placas tapizadas con gelatina 0.1% y un medio rico en factores de
mantenimiento de su estado pluripotente (preparado por la Unidad de Transgénicos,
CNIO), expandiendo cada uno de los clones del pocillo de placa de 96, hasta
finalmente un pocillo de placa de 6. Para extraer el ADN, se lisaron las células
directamente en el pocillo de la placa de 6 con una solucion de lisis (Tris-HCI 20mM
pH8.0, NaCl 100mM, EDTA 10mM, SDS 0.5%) con proteinasa K (0.4mg/ml, Roche
Applied Science), se recogié el lisado e incubé durante toda la noche a 55°C,
posteriormente se anadié NaCl saturado (>6M), se invirtid6 y centrifugd a maxima
velocidad durante 15 minutos, se recogio el sobrenadante donde esta el ADN que se
precipitdé con isopropanol frio durante al menos media hora a -20°C, se lavé con etanol
70% y se resuspendié en 50ul de solucion TE. Tras varios ciclos de frio y calor para su
homogeneizacién, se midié concentracion de ADN. Se digirieron unos 15-20ug del
ADN de cada clon con 150 unidades de la enzima de restriccion EcoRV (NEB),
solucion 3 10X (NEB), BSA (100ug/ml) y espermidina (1mM) durante una noche a
37°C, anadiendo la enzima en dos veces para conseguir una digestion mas eficiente.
Posteriormente, se efectud la separacion de las digestiones por electroforesis en geles
de agarosa (SeaKem LE, Lonza) al 0.8% (p/v) durante toda una noche a 40 voltios,

que luego se lavaron (1°. HCL 0.25M, 15min a temperatura ambiente y agitacién; 2°.
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Solucién desnaturalizante, NaCl 1.5M y NaOH 0.5M, 45min a temperatura ambiente y
agitacion; 3°. Solucién neutralizante, NaCl 1.5M y Tris-HCI 0.5M, 30min a temperatura
ambiente y agitacion) y se transfirieron a membrana de nylon (Hybond-XL, Amersham
Biosciences) con una solucion de SSC10X (NaCl 2M y CitratoNa 0.3M) durante toda la
noche. Finalmente se pre-hibridaron las membranas a 65°C con la solucion comercial
Rapid Hyb Buffer (Amersham Biosciences) durante el tiempo de marcaje de 30-80ng
de la sonda con o-P*-dCTP (50microcurios, Perkin Elmer) usando el kit comercial
Rediprime™ Il RandomPrime Labelling System (Amersham Biosciences) y el protocolo
del fabricante. Posteriormente la hibridacion se realizd6 a 65°C anadiendo en la
solucion Rapid Hyb Buffer la sonda especifica durante al menos 2 horas. Como
sondas se usaron una parte del gen de neomicina (sonda Neo, 298 nucleétidos) y una
region de GFP (sonda GFP, 184 nucleétidos). Se lavaron las membranas, y revelaron
en una AGFA Curix 60 tras varios dias de exposicion.

Se identificaron dos clones de células madre (#167 y 267), de un total de 266 crecidos,
que contenian, tras restriccion con EcoRV, un fragmento del tamafo esperado de la
correcta integracion del vector Rosa26AlD. Se eligio el clon #267 para continuar

trabajando con él.

Testaje funcional del clon de células madre 267

Se crecieron las células del clon 267 usando el medio especial de células
madre indicado previamente. Se generaron sobrenadantes retrovirales pBabe-Cre y
pBabe-Vacio en células empaquetadoras 293T. Se transdujeron con esos
sobrenadantes las células madre del clon 267. Finalmente se estudié porcentaje de
células GFP positivas por citometria y expresiéon de AID por qRT-PCR, todo ello

siguiendo los protocolos previamente indicados en los apartados anteriores.

Agregacién e implantacion

Técnicos de la unidad de ratones transgénicos (CNIO) usaron el clon 267,
comprobada su funcionalidad in vitro, para generar los ratones quiméricos mediante su

agregacion e implantacion en hembras CD1. Se obtuvieron catorce crias quiméricas.
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Analisis de mutaciones

+/+

Para el analisis de mutaciones en la region Su de linfocitos B estimulados AID™ y
AID*", se activaron células CD43 negativas de bazo en presencia de CFSE durante 96
horas con LPS e IL4. Se aislaron las células que habian sufrido 5 6 mas divisiones con
un FACS Aria™. Para el analisis de Sp en linfocitos B naive Rosa26*™* CD19-Cre"*
y Rosa26"™"* MB1-Cre""* se aislaron linfocitos B de bazo, ademas también se
analizaron mutaciones en la regién Su de células B Rosa26™* CD19-Cre""" y sus
controles Rosa26"°*"* CD19-Cre""* estimulados con anti-CD40 durante cinco dias. Se
extrajo ADN como previamente se describid y se amplificé con Pfu Ultra (Stratagene)
usando los oligonucleétidos y condiciones incluidas en las Tablas | y Il. Para analisis
de mutaciones en la regién Sp de linfocitos B AID** y AID*" se usaron 26 ciclos de
amplificacién, para el mismo analisis en los linfocitos Rosa26*™/* CD19-Cre"* y
Rosa26"'P"* MB1-Cre“”* se usaron 27 ciclos, ademas de incrementarse la
concentracion de Mg*? hasta 3mM vy afiadirse glicero:DMSO 10X para solucionar

problemas técnicos asociados a la reaccién de PCR.

Para el analisis de mutaciones en JH4, se aislaron células Fas*GL7" de placas de
Peyer de ratones AID** y AID*" con un FACS Aria™. Se extrajo ADN y amplificé con
los oligonucledtidos y condiciones incluidas en las Tabla | v || durante 30 ciclos usando
Pfu Ultra. En el caso de las mutaciones en JH4 de las placas de Peyer de los ratones

6AIDki/+ y

Rosa26"®** CD19Cre""*, se extrajo ADN y amplific6 aumentando en 2 ciclos la

Rosa26"™* CD19Cre""* se aislaron células Fas'GFP* y Fas® en los Rosa2

primera ronda de PCR, haciendo un total de 32 ciclos.

Para el analisis de mutaciones en la region Sy3 murina en presencia de estrégeno, se
aislaron linfocitos B de bazo de ratones AID"" y se trataron con DMSO sélo o
estrégeno 10nM durante seis dias. Para el analisis de mutaciones en la regién humana
CD95/Fas se crecieron (20 pases) células Ramos tratadas con estrégeno 100nM o con
DMSO en medio carente de hormonas, comenzandose éste a usar 72 horas antes del
tratamiento con estrégeno. Se aisl6 ADN y amplificé con los oligonucleétidos vy

condiciones indicados en las Tablas | y Il

Los productos de amplificacion se purificaron en columna (Quiagen), clonaron en el
vector PGEMTeasy (Promega) y secuenciaron con el oligonucleétido SP6

(PGEMTeasy). El analisis de las secuencias se hizo usando el software Lasergene. .

75



MATERIALES Y METODOS

Deteccion de translocaciones c-myc/lgH por PCR y southern
blot

En los ratones p53* y en los Rosa26"'™* CD19Cre"’* se recogieron linfocitos B de
bazo tras 72 6 96 horas de activacion con LPS e IL4. En los ratones IL6Tg la muestra
procede de nddulos linfaticos hiperplasicos. Se aislé ADN usandose la solucién de lisis
con proteinasa K descrita para aislar ADN de cola de ratén, y tras dos rondas de
extraccién con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y posterior precipitacion con etanol
como se describié previamente, se obtuvo la muestra. Se homogeneiz6 con ciclos frio-
calor, se ajusté su concentracion a 200ng/ul y se analizé6 mediante PCR anidada
(Ramiro y col., 2004; Kovalchuk y col., 1997). Consiste en dos rondas de PCR usando
una polimerasa de largo rango de amplificacion y baja tasa de errores (Expand Long,
Roche Applied Science). Se usaron 5x10*-4x10? células (500-4ng ADN) por reaccién
de PCR de cada una de las muestras de nédulos linfaticos IL6Tg y 1x10° células (1ug
ADN) por reaccién de PCR en el caso de los p53*"y los Rosa26** CD19Cre""*. Se
analizaron translocaciones proximales (c-myc/IgHu) y distales (c-myc/IgHa). Los
oligonucleodtidos para la amplificacion de ambos tipos de translocaciones y las
condiciones de la PCR se indican en las Tablas | y Il (Kovalchuk y col., 1997).

En el caso de las muestras p53*" y los Rosa26*™'* CD19Cre""*, se realizé hibridacién
por southern blot de los productos de amplificacién. Se separaron las translocaciones
en geles de agarosa (Euroclone) al 0.8% (p/v) a 90 voltios y desnaturalizaron durante
20 minutos en NaOH 0.4N antes de transferirlos con esa misma solucién a una
membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences) durante toda la noche. Se
pre-hibridé durante el tiempo de marcaje de la sonda, empleando la solucién comercial
Rapid Hyb Buffer a 42°C en presencia de ADN de esperma de salmén desnaturalizado
para bloquear (200mg/ml). Para la hibridacion se cambio la citada soluciéon comercial
por una limpia en la que se afadié la sonda ya marcada, también a 42°C durante al
menos 2 horas. Como sondas se emplearon oligonucleétidos especificos, uno para c-
myc (5-GCAGCGATTCAGCACTGGGTGCAGG-3') y otro para IgH (5-
CCTGGTATACAGGACGAAACTGCAGCAG-3'), marcandose 1ul (10uM) de sonda
con y-P*2-ATP (50 pCi, Perkin Elmer) usando 20 unidades de la enzima Polinucleotido
Quinasa (Roche Applied Science). Se lavaron y revelaron en una AGFA Curix 60 tras

24 horas de exposicion.

Los productos de PCR se purificaron en columna, clonaron en el vector PGEMTeasy, y
secuenciaron para confirmar las translocaciones y definir el lugar de union entre los

dos cromosomas. Las secuenciacion se hizo con los oligonuclétidos SP6 y T7
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(PGEMTeasy) y con oligonucledtidos internos situados en la secuencia de c-myc para
llegar al lugar de unién (5-AGGGATACCCGCGGATCCCAAGTAGGAATGTGAGG-3"
o bien 5-GTGTCAAAAGCACAGGAATGG-3"). Para el andlisis de las secuencias se

empled el programa de alineamiento SeqMan del software Lasergene.

Analisis del promotor de AID

Bioinformatico

Para estudiar la posibilidad de que el promotor de AID contuviera lugares de union
directos para el estrégeno, se uso el programa AliBaba2.1 de prediccién de elementos
de respuesta a factores transcripcionales, empleandose para la construccion de las
matrices la base de datos Transfac 4.0 en la que se recogen lugares de unién a

factores de transcripcion.

Ensayo luciferasa

Se analizaron los posibles lugares de unién, predichos bioinformaticamente, del
promotor humano de AID a estrégeno mediante ensayo luciferasa. Para ello se uso
como plasmido reportero el vector pE1BLuc cedido por G. Akusjarvi (Universidad de
Uppsala, Uppsala, Suecia), que contiene el origen de replicacién para la enzima
luciferasa y una regién promotora minima. Se clonaron fragmentos desde el lugar de
inicio de la transcripcion del promotor de AID aproximadamente cada 500 nucleétidos

en el vector pE1BLuc (regiones A-E, figura R-8).

Se transfectaron 3ug de ADN de cada uno de los vectores reporteros con su
fragmento del promotor de AID en células SiHa usando Lipofectamina 2000
(Invitrogen), siguiendo el protocolo del proveedor. Tras 24 horas de transfeccion, las
células se trataron con 17-B-estradiol 100nM durante 4 horas y se analiz6 la sefial de
bioluminiscencia inducida por la luciferasa con un kit comercial (Dual Luciferase
Reporter Assay System, Promega) en un lumindmetro Glomax (Promega). Como
control interno de la eficiencia de la transfeccion se emplearon las células SiHa

transfectadas con el vector Renilla luciferasa conteniendo el promotor CMV.
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Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Para obtenerse suero, se extrajo sangre directamente de corazéon de ratones recién
sacrificados, se mantuvo durante 1 hora a 37°C y toda la noche a 4°C para retraer el
coagulo, finalmente se centrifugé durante 20 minutos a maxima velocidad. Las
muestras de suero se conservaron a -80°C. Se determinaron los titulos de
inmunoglobulinas en suero de ratones inmunizados durante quince dias con una
emulsién del inmunégeno NP-CGG (50ug/ml, Biosearch Technologies) en adyuvante
completo de Freund (laboratorios Difco) inyectado en las plantas de las patas traseras
de los ratones. También, como control negativo de la inmunizacion, se les inyecté PBS
a varios ratones. Se analizaron titulos de IgG totales en suero con un sistema de
ELISA IgG especifico (Roche Applied Science), haciendo duplicados y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Analisis estadisticos

Los niveles de CSR, la frecuencia de SHM y la expresion por qRT-PCR se evalud
usando el test t de Student, de datos desapareados, con el cual se comparé la variable
continua (CSR, SHM, expresion) entre los dos grupos (GraphPad software).

La frecuencia de translocaciones se analiz6 con el test de Fisher de dos colas
(GraphPad software), construyendo una tabla de contingencia 2x2 con los nimeros de

las translocaciones positivas y negativas halladas en cada genotipo.
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RESULTADOS

Parte I. Analisis del efecto de la dosis génica en la actividad de
AID

AID inicia las reacciones de CSR y SHM (Muramatsu y col., 2000; Revy y col., 2000;
Okazaki y col.,, 2002; Yoshikawa y col., 2002), que garantizan la diversificacion
secundaria de anticuerpos. Ademas, AID es responsable de la acumulacion de
translocaciones c-myc/IgH linfomagénicas in vivo y promueve dichas translocaciones
in vitro (Ramiro y col., 2004; Ramiro y col., 2006a; Dorsett y col., 2007). Para
determinar si la cantidad de AID es limitante para su funcion, se evaluo el efecto de la
dosis génica de AID en ratones que tienen uno o dos alelos funcionales del gen que
codifica para AID (gen Aicda), ratones AID*" y AID*"* respectivamente. Se usaron
animales deficiente en AID, AID”, como control negativo. Se realizaron los siguientes
analisis: i) Estudio del efecto de la dosis génica de AID en la eficiencia del CSR y la
SHM; ii) Estudio del efecto de la dosis génica de AID en la generaciéon de

translocaciones cromosémicas c-myc/IgH in vivo e in vitro.

Caracterizacion de los animales AID*"

Para estudiar el efecto de la dosis génica de AID se generaron ratones con una sola
copia de AID (AID*") Balb/c ByJ, a partir del cruce de ratones Balb/c ByJ con AID"
Balb/c ByJ. Se usaron ratones congénicos Balb/c ByJ (Ramiro y col., 2004) para
minimizar las variaciones entre cepas. Primeramente quisimos determinar si la
deleciéon de un alelo de AID en ratones AID"" daba lugar a una reduccion en los

+/+

niveles de expresion de AID en comparacion con los de un ratén AID™". Es posible
simular in vitro la activacion de células B que tiene lugar en el centro germinal
mediante la estimulacion de linfocitos B esplénicos con las citoquinas apropiadas, que
promueven tanto la expresién de AID como la activaciéon transcripcional del locus de
|g. Para analizar la expresién de AID en linfocitos B AID*", se aislaron células B de
bazo de ratones normales (AID*"*), con una séla copia de AID (AID*") y sin AID (AID™),
y tras estimulacién in vitro en presencia de lipopolisacarido (LPS) e interleuquina 4
(IL4) durante tres dias, se analizaron los niveles de ARNm de AID por PCR
cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR, del inglés, Quantitative Real Time PCR). En
ratones AID”" no se detectan transcritos de AID. En el caso de animales AID", la
expresion del mensajero se encuentra reducida aproximadamente a un 50% de los

niveles de los ratones AID** (Figura R-1A).
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Figura R-1. Expresién reducida de AID vy fenotipo hiperactivado en linfocitos B AID*". (A) Los niveles de
AID estan reducidos en ratones AID™". Se estimularon linfocitos B de bazo de ratones AID**, AID*" y AID"
" durante 3 dias en presencia de LPS y de IL4. Se aisl6 ARN y se analizé la expresion de AID mediante
gRT-PCR. Las barras representan la expresion de ARNm de AID relativa a los linfocitos B AID**. Se
muestran las medias y las desviaciones estandar de 3 experimentos independientes; n (AID**)= 6, n
(AID")= 6 y n (AID")= 3; t test p (AID"* vs AID*")= 1x10™. ND, no detectable. (B) Los bazos AID*"
contienen un mayor numero de linfocitos B. Las barras representan el numero de células B de bazo. Se
muestran las medias y sus desviaciones estandar; n (AID+’+)=18, n (AID+")=16 yn (AID'/")=9; t testp
(AID** vs AID™)=6x10™. (C) El nimero de células Fas'GL7" en los linfocitos B de placas de Peyer de
ratones AID"" es intermedio. Se tifieron las células de placas de Peyer de ratones AID**, AID*" y AID™
con anticuerpos anti-Fas y anti-GL7 y se analizaron mediante citometria de flujo. Se indican los
porcentajes de células Fas'GL7". Se muestra un experimento representativo; n=3; t test p (AID"" vs
AID+/')= 8x10™. (D). Los niveles totales de IgG séricos no estan alterados en ratones AID*" inmunizados.
Se inocularon ratones AID™* (n=5), AID*" (n=5) y AID"" (n=3) con NP-CGG (barras negras) o PBS (barras
blancas) y se cuantificé la concentracion de IgG totales mediante ELISA quince dias después. Se
muestran las medias y desviaciones estandar. (A-D) Las diferencias estadisticamente significativas (p<
0.05) se indican con un asterisco (*). Se uso el test t de Student de doble cola de datos desapareados.

En ausencia de AID, los linfocitos B se diferencian normalmente pero se acumulan en
bazo dando lugar a una esplenomegalia moderada y a un aumento en el numero de
células activadas en placas de Peyer (Muramatsu y col., 2000; Revy y col., 2000).
Para evaluar el efecto de la dosis de AID sobre el numero de linfocitos B esplénicos,
se determind el nimero de células B de bazo en ratones AID**, AID*" y AID”. En la
figura se incluyen los resultados obtenidos del contaje de entre 9 y 18 ratones por

+/-

genotipo. Observamos que los ratones AID™ tienen ligeramente incrementado el
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numero de linfocitos B en bazo comparado con los AID** (Figura R-1B). Ademas, in
vivo en placas de Peyer, en donde existe activacion constitutiva de linfocitos B vy
consecuente formacién de centros germinales, observamos que los ratones AID""
contienen una mayor proporcion de células B activadas, medido mediante citometria

de flujo por los marcadores de activacién Fas y GL7 (Figura R-1C).

Los linfocitos B de centro germinal se diferencian en células plasmaticas productoras
de anticuerpos o en células B memoria. Las células B productoras de anticuerpos
secretan Igs especificas en respuesta a un antigeno concreto. EI NP-CGG (del inglés,
(4-hydroxy-3-NitroPhenyl)-acetyl-Chicken Gamma Globulin) es un antigeno T
dependiente, que estimula el inicio de la reaccidon de centro germinal. Para averiguar
si la expresion reducida de AID en linfocitos B AID™" implica una reduccién en los
niveles de Igs en suero, se inmunizaron ratones AID"*, AID*"y AID”" con NP-CGG y
analizé la concentracion de IgG en suero dos semanas después. De acuerdo con lo
previamente publicado (Muramatsu y col., 2000), no encontramos diferencias
significativas en concentracion de IgG entre el suero de ratones AID*" y AID"* (Figura

R-1D), presumiblemente debido a la alta variabilidad en el titulo de Igs.

Estos resultados demuestran que los linfocitos B AID"" expresan niveles reducidos del
ARNm de AID y muestran unas caracteristicas de hiperactivacion intermedias entre
linfocitos B AID competentes (AID**) y AID deficientes (AID™).

Efecto de la dosis génica de AID en el cambio de isotipo (CSR)

Para evaluar el efecto de la dosis génica de AID en la eficiencia de la reaccion de
CSR, se monitorizd la generacion de célula IgG1 e IgG3 tras la activacion de las
células B in vitro en presencia de citoquinas. Diferentes citoquinas inducen la reaccion
de CSR a los diferentes isotipos. Asi, con LPS se promueve mayoritariamente CSR a
IgG3 y con la combinacion de LPS e IL4 a IgG1. Para analizar el CSR, se aislaron
linfocitos B de bazo de ratones AID™*, AID*" y AID” y se estimularon con LPS sélo o
LPS e IL4, tras marcaje con el marcador de proliferacion CFSE (5-(6)
Carboxifluorescein Diacetato Succinimidil Ester). El analisis por citometria de flujo dos
dias después de la estimulacion demuestra que los linfocitos B AID*" tienen reducida
su capacidad para la reaccion de CSR a IgG1 (Figura R-2A), de manera paralela a la
reduccién observada en los niveles de ARNm de AID (Figura R-1A). De acuerdo con lo
previamente descrito, la ausencia de AID resulta en un bloqueo total del CSR

(Muramatsu y col., 2000). La reduccion en la eficiencia del CSR en linfocitos AID*",
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+/+

comparada con AID™", se puede observar a lo largo de la duracion del cultivo (Figura
R-2B), tanto para el isotipo IgG1 (estimulacion con LPS e IL4, grafica de la izquierda)

como para el IgG3 (estimulacién con LPS, grafica de la derecha).
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Figura R-2. AID es haploinsuficiente para el CSR. (A-B) La eficiencia del CSR esta reducida en linfocitos B
AID*". Se estimularon linfocitos B de bazo de ratones AID**, AID*"y AID™ con LPS e IL4 o sélo con LPS y
se midié el CSR a IgG1 e IgG3 respectivamente mediante citometria de flujo. (A) Se muestran imagenes
representativas de expresion de IgG1 y marcaje con CFSE dos dias después de comenzar el estimulo. Se
indica el porcentaje de células IgG1*. (B) Analisis de CSR a lo largo del tiempo. Se analizé CSR a IgG1 e
IgG3 a los tiempos indicados (eje X) tras la estimulacién con LPS e IL4 o s6lo con LPS. Se indican los
porcentajes de células IgG1" e IgG3" medidos por citometria (eje Y). Se muestran las medias y las
desviaciones estandar de 7 experimentos independientes; n (AID+/+)=15, n (AID+/')= 13yn (AID'/')= 7; ttest
p (AID* vs AID™") para IgG1: 48h, 0.04; 72h, 0.03; 96h, 6x10>; 120h, 3x10>; y t test p (AID** vs AID*")
para IgG3: 48h, 0.1; 72h, 8x10'3; 96h, 0.02; 120h, 0.02. (C-D) El CSR aumenta tras sobre-expresiéon de
AID. Linfocitos B de ratones AID™" se transdujeron con vectores retrovirales codificantes de la forma
silvestre de AID (AID) o una cataliticamente inactiva (AlDgsso). Se monitorizd la transduccion con la
expresion de la proteina GFP. Se midié CSR a IgG1 a los dos dias de la transduccién. (C) Se muestra una
imagen representativa obtenida por citometria de flujo. Se indican los porcentajes de células IgG1* dentro
de la poblacién GFP”. (D) Las barras representan el nimero de células IgG1" dentro de las células GFP*
transducidas con el vector AID o AlDessq. Se muestran las medias y desviaciones estandar de 2
experimentos independientes; n=4; t test p (AID vs AID5°*%)= 0.01. (A-D) Las diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) se indican con un asterisco (*). Se uso el test t de Student de doble cola de datos
desapareados.
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La reaccion de CSR esta vinculada a la proliferacion celular, es decir, la proporcion de
células que han llevado a cabo CSR aumenta con el numero de divisiones (Reina-San-
Martin y col., 2003). Para determinar si el efecto de la dosis génica de AID en la
eficiencia de CSR esta relacionada con la proliferacion celular, se analizé, a través del
marcaje con CFSE, el nivel de CSR en cada division. EI CFSE es un colorante que se
incorpora en la membrana celular, y cuando la célula se divide se distribuye en la
progenie, de modo que la dilucion de CFSE medida mediante citometria de flujo
permite establecer el niumero de divisiones que han tenido lugar en una poblacion de
células. Se analizé el porcentaje de células que hacen CSR en cada division en seis
ratones AID*" y AID**. Tal y como se representa en la figura, no se apreciaron
diferencias significativas entre linfocitos B AID*"" y AID** (Figura R-3). Observamos que
la reduccion de CSR en presencia de un unico alelo de AID, frente a cuando existen
los 2 alelos, es constante en cada division, es decir, la reduccion de CSR en ratones

AID*" no esta asociada a un defecto en la proliferacién (Figura R-2A y R-3).
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Figura R-3. La reduccién en CSR en ratones AID"" es independiente de la proliferacion celular. Se
estimularon linfocitos B de bazo de ratones AID™* (n=6), AID"" (n=6) y AID” (n=3) con LPS e IL4 y se
marcaron con CFSE. La division celular se mide por dilucion de CFSE usando citometria de flujo. Los
histogramas muestran perfiles representativos de CFSE (linea azul oscuro, AID™ y linea azul claro, AID”’)
tras dos dias de activacion. El porcentaje de CSR a IgG1 en cada una de las divisiones celulares indicadas
se muestra en el panel inferior (barra azul oscuro, AID™" y barra azul claro, AID”’). Se muestran datos de
un experimento representativo, de un total de 3 independientes.

Nos preguntamos si sobrepasar los niveles fisioldgicos de expresion de AID daria
lugar, a la inversa, a un aumento en la eficiencia de la reaccién de CSR. Para evaluar
esta posibilidad se sobre-expresé AID mediante transduccion de linfocitos B de bazo
de ratones AID"* con retrovirus codificantes para AID o para un mutante
cataliticamente inactivo de AID (AID*®*?) junto con la proteina verde fluorescente GFP
(del inglés, Green Fluorescent Protein), que permite identificar las células

transducidas. En la figura se incluyen los resultados de dos experimentos
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independientes de transduccion, con dos ratones de cada genotipo en cada uno,
donde medimos CSR a IgG1 dos dias después de la transduccién. Observamos que la
sobre-expresion de AID, pero no la de AIDF®*® promueve un incremento en la
eficiencia del CSR, medido por el porcentaje de células IgG1" tras la estimulacion en
presencia de LPS e IL4 (Figura R-2C y R-2D), lo que indica que el aumento de los

niveles fisiologicos de AlID aumenta la eficiencia del CSR.

Estos resultados demuestran que la dosis génica de AID afecta a la eficiencia del CSR
en linfocitos B primarios, lo cual implica que AID es haploinsuficiente para la reaccion

de CSR. Este resultado es independiente de proliferacion.

Efecto de la dosis génica de AID en la hipermutacion soméatica (SHM)

Para estudiar si la haploinsuficiencia de AID es también evidente en su actividad en la
reaccion de SHM analizamos la acumulacion de mutaciones mediadas por AID
mediante dos aproximaciones distintas. La primera, consistié en analizar la frecuencia
de mutaciones en la region 5 de la region de switch p (Su). La actividad de AID
durante el CSR lleva emparejada la generacibn de mutaciones en Sy;
presumiblemente porque una parte de las lesiones introducidas por AID en esta region
no generan DSBs, sino que se resuelven en forma de mutacién. Por ello se considera
que la frecuencia de mutaciones en Su es un reflejo de la actividad mutagénica de
AID. Para determinar la actividad de SHM en Sy, se estimularon linfocitos B de bazo
de ratones AID"" y AID*" marcados con CFSE en presencia de LPS e IL4 durante
cuatro dias. A continuacion, se aislaron mediante citometria preparativa las células
que se habian dividido 5 6 mas veces, en las que se encuentra enriquecida la
poblacion de células que han llevado a cabo CSR, y se determiné la frecuencia de
mutaciones en Sp mediante PCR, clonaje y secuenciacién. Encontramos que la
frecuencia de mutaciones en la region Su era ligeramente inferior en linfocitos AID*"
que en linfocitos AID** (1.23x10™* vs 1.96x10™) (Figura R-4A). La segunda estrategia
de andlisis de SHM se realizé en células de centro germinal generadas in vivo en
placas de Peyer. Las células B presentes en este tejido reciben sefales constitutivas
de activacion que resultan en la formacion de células de centro germinal en las que
tiene lugar SHM y CSR a IgA. Para analizar la frecuencia de SHM in vivo se aislaron
células de centro germinal Fas'GL7" de placas de Peyer AID"* y AID*" mediante
citometria preparativa, y se amplifico, cloné y secuencio la region intronica 3" del gen
JH4, que se encuentra inmediatamente después de la regidn variable reordenada en el

locus de cadena pesada de Igs y por ello es susceptible de sufrir SHM. En la figura se
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incluyen los resultados obtenidos del analisis de dos ratones de cada genotipo en los

que se secuenciaron mas de 50 clones en cada caso. Nuestros resultados indican que

+/-

los linfocitos B de ratones AID™ contienen menos mutaciones que los de ratones

AID™"* (0.96x10 vs 3.16x10®) (Figura R-4B).
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@ E LPS+IL4
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Frecuencia 1.9x10* 1.2x10+
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Figura R-4. AID es haploinsuficiente para SHM. (A) La frecuencia de mutaciones en Sp esta disminuida en
linfocitos B AID*" estimulados. Se cuantifico la frecuencia de mutacion en Sy en linfocitos B marcados con
CFSE, que habian sufrido 5 é mas divisiones tras cuatro dias de activacion con LPS e IL4. t test p (AIDJ'/+
vs AID"")= 0.171. (B) La frecuencia de mutaciones en la regién intronica 3° de JH4 en células de centro
germinal AID"" esta reducida. Se analizaron mutaciones en la regién intrénica 3'de JH4 en linfocitos B
Fas'GL7" aislados de placas de Peyer de ratones AID** y AID*". t test p (AID** vs AID*")= 0.011. (A-B) El
area de los sectores de las graficas es proporcional al niumero de secuencias de Sy o JH4 que contienen
el niumero de mutaciones indicado en los laterales. En el centro se indica el numero total de secuencias
independientes analizadas, mientras que la frecuencia total de mutaciones se muestra en la parte inferior
de cada grafica. Para el andlisis estadistico se us6 el test t de Student de doble cola de datos
desapareados.

La frecuencia de mutaciones reducida que observamos in vivo e in vitro en linfocitos B
AID"", nos permiten concluir que AID es haploinsuficiente para la reaccién de SHM.
Estos datos, junto con los descritos anteriormente para la reacciéon de CSR, indican
que los niveles fisioldgicos de expresion de AID son limitantes para la diversificacion

secundaria de anticuerpos.
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Efecto de la dosis génica de AID en la generacion de translocaciones c-myc/IgH

in vivo

Ademas de iniciar el CSR y la SHM, AID también es necesaria para la generacion de
translocaciones oncogénicas c-myc/IgH in vivo (Ramiro y col., 2004; Dorsett y col.,
2007), como se indico previamente. Para analizar el efecto de la dosis génica de AID
en la generacion de estas translocaciones in vivo se us6 el modelo de raton

transgénico para la interleuquina 6 (IL6TQ).

IgH c-myc
N RN AN T
V, EpSpCp  SoCuo Ex.1 Ex.2

c-myc/igHp X c-myc/igHa
» 0
A 2

CaSa CuSu Ex.2 CuaSa Ex.2

Figura R-5. Esquema de deteccion de translocaciones cromosdémicas c-myc/lgH por PCR.
Representacion de los genes IgH y c-myc (parte superior) y de las translocaciones proximales y distales
(c-myc/IgHp y c-myc/IgHa., parte inferior) entre ambos genes. Los genes variables (V4) y constantes (Cp y
Ca) se representan en rectangulos azules y negros, respectivamente. Las regiones de switch y el
enhancer p (Ep) se muestran como elipses ralladas y negra, respectivamente. Los exones de c-myc se
representan como rectangulos amarillos. Las flechas muestran la posicién de los oligonucleétidos usados
enla PCR.

Los ratones transgénicos para IL6 desarrollan espontaneamente hiperplasia linfoide,
que en un 60% de los casos da lugar a la generacion de plasmacitomas (Suematsu y
col., 1992; Kovalchuk y col., 2002). Se cree que la IL6 tiene este efecto debido a la
atenuacion de la apoptosis y aceleracion de los procesos de proliferacion y
diferenciacion de linfocitos B maduros (Morse y col.,, 1997). Los tejidos linfoides
hiperplasicos de ratones IL6Tg estan enriquecidos en linfocitos B que poseen
translocaciones cromosomicas que implican al locus de IgH y al proto-oncogen c-myc
(c-myc/lgH) (Suematsu y col.,, 1992; Kovalchuk y col.,, 2002), analogas a las
encontradas en el linfoma de Burkitt humano. En ausencia de AID, los linfocitos B de
los ratones IL6Tg no desarrollan translocaciones c-myc/IlgH y el comienzo de la
hiperplasia linfoide se retrasa (Ramiro y col., 2004; Dorsett y col., 2007). Los lugares
de union (breakpoints) de las translocaciones cromosémicas c-myc/IgH en ratones
IL6Tg se agrupan en una pequefa region, que comprende parte de su primer exon y

su primer intrén. Sin embargo, los lugares de uniéon encontrados en el locus IgH se
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distribuyen mayoritariamente en las regiones de switch del locus de IgH (Kovalchuk y
col., 2002; Ramiro y col., 2004; Dorsett y col., 2007). Esta distribucion es reflejo de los
lugares donde se producen roturas en el ADN de doble cadena (DSBs) iniciados por
AID durante la reaccion de CSR vy, en ocasiones, durante la reaccién de SHM

(revisado en Pérez-Duran y col., 2007).

Para estudiar si la dosis génica de AID influye en la frecuencia o distribuciéon de las
translocaciones c-myc/IgH in vivo, se analizaron translocaciones en linfocitos B de
nédulos linfaticos hiperplasicos de ratones IL6TgAID"" e IL6TgAID"*. Se usé PCR
anidada para la deteccion de las translocaciones c-myc/IgH. Se combinaron
oligonucledtidos que hibridan en la region de switch p (Su) o en la regién de switch a
(Sa) con un oligonucleétido que hibrida en c-myc, para detectar translocaciones
proximales (c-myc/IgHu) o distales (c-myc/IgHa), respectivamente (Kovalchuk y col.,
1997; Ramiro y col., 2004) (Figura R-5). Las translocaciones distales son eventos
mucho menos frecuentes que las proximales, probablemente estando asociadas a
fases mas avanzadas de la patologia (Kovalchuk y col., 1997). En la figura se
muestran geles de agarosa representativos, tras aislar ADN gendmico y amplificar
translocaciones c-myc/IgHu y c-myc/lgHa de ratones de ambos genotipos (Figura R-
6A izquierda TCs proximales y R-6A derecha TCs distales). La identidad de las
translocaciones se verific6 mediante southern blot, y también con clonaje y
secuenciacion de los productos amplificados. Observamos que la frecuencia total de
translocaciones c-myc/IgH, calculada por dilucién seriada del numero de linfocitos B de
nodulos hiperplasicos analizados por reaccion de PCR (desde 50.000 hasta 400
células), esta reducida en linfocitos B IL6TgAID*" (0.77x10*) comparado con los
ILBTgAID*™ (1.90x10*) (Figura R-6B izquierda).

La frecuencia de translocaciones c-myc/IgHu, también calculada por dilucién seriada,
se encuentra ligeramente reducida en linfocitos IL6TgAID*" (0.77x10™), comparado
con los ILBTgAID"* (1.11x10™) (Figura R-6B medio). En cambio, no observamos
translocaciones c-myc/IgHa en IL6TgAID*", comparado con los IL6TgAID"* (0.86x10™)
donde si se encontraron aunque con una frecuencia menor que la de proximales
(Figura R-6B derecha).

Se maped la posicion de los breakpoints de las translocaciones proximales
ILBTgAID** e IL6TgAID"" (Figura R-6C y Tabla V). Observamos que los breakpoints

en el gen c-myc se agrupan al final del primer exén y el comienzo del primer intrén,
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independientemente del genotipo analizado (Figura R-6C). Los breakpoints en el locus
de IgH se encuentran ligeramente mas préximos al enhancer p (Eup) en los linfocitos
ILBTgAID*" (Figura R-6C), aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa.
La frecuencia de mutacién en las cercanias de los breakpoints de las translocaciones y

el nimero de microhomologias es similar en linfocitos B ILETgAID** e ILETgAID*",
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Figura R-6. La frecuencia de translocaciones cromosomicas c-myc/lgH esta reducida en ratones
IL6TgAID™". (A) Translocaciones c-myc/IgH proximales c-myc/IgHu (izquierda) y distales c-myc/IgHa
(derecha) detectadas en linfocitos B de nédulos linfaticos hiperplasicos de ratones IL6TgAID™* (geles
superiores) y IL6TgAID+" (geles inferiores). Para la amplificacion se usaron las condiciones descritas en
materiales y métodos y los oligonucledtidos representados en la figura R-5. Se muestran productos de
amplificacion representativos de 10 animales diferentes en geles teiidos con bromuro de etidio. (B)
Frecuencia de translocaciones c-myc/IgH en ratones IL6TgAID“/+ (n=16) y IL6TgAID+/' (n=13). Se
determind mediante PCR de diluciones seriadas de las muestras de ADN. Las barras representan la
frecuencia de translocaciones totales (izquierda), proximales c-myc/IgHp (medio) y distales c-myc/IgHa
(derecha). ND, no detectable. Fisher test p (IL6TgAID+/+ S IL6TgAID+/") 2 0.05. (C) Representacion de los
lugares de fusion de los genes c-myc e IgH en las translocaciones encontradas en linfocitos B IL6TgAID+/+
y IL6TgAID*". Se clonaron y secuenciaron los productos de amplificacion de las translocaciones
proximales c-myc/IgHu. Los lugares de fusiéon en el gen c-myc (diagrama superior) e IgH (diagrama
inferior) se representan como circulos azules oscuros (IL6TgAID") y azules claros (ILETgAID*"). El exon
1y el Ep de IgH se representan como rectangulos amarillos y la distancia a estos elementos se indica en
la parte inferior (pares de bases). Las flechas de la derecha indican la posicion de los oligonucleétidos
usados para la PCR de amplificacion.
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Estos datos nos permiten concluir que, in vivo, la reduccién en los niveles de AID en

ratones IL6TgAID*" da lugar a una menor frecuencia de translocaciones c-myc/IgH.

Aunque el numero de muestras analizadas no nos permite concluir que la ausencia de

translocaciones distales es absoluta en ratones IL6TgAID

muy infrecuentes.

+/-

, Si se puede decir que son

Tabla V Translocaciones c-myc/lgH en ratones IL6Tqg. (A) Translocacion cromosémica c-myc/IgH proximal

(IgHu) o distal (IgHa). (B) Identificacion del raton de igual modo que en los geles de la figura R-6. (C)
Secuencia de c-myc adyacente a la fusidon de la translocacién; las mutaciones se representan en letra
minuscula. (D) Microhomologias en los lugares de fusion de los dos cromosomas (secuencias que no es
posible asignar a c-myc o Ig). (E) Secuencia reversa complementaria de IgH adyacente a la fusién de
ambos cromosomas; las mutaciones se representan en letra minuscula.

Derivativo
12®

!BD) Genotipo

(©)

Fusion

IgHu A1 AID** AAACAGCTCGAGGAaCTCTTTTCAG G GCTGGGGTGAGCTGAGCTGAGCTGG
IgHu A2 AID™* CTTTCCTCTGTCATCTTGACAAGTC CTGAGCTGGGTGAGCTGAGCTGAAC
IgHu A3 AID*"* GCCTTCAAACAGCTCGAGGAGCTCT CTGGATTGAACTGAGCTGTGTGAGC

IgHu A41]|  AD™ AATCCAGCCTTCAAACAGCTCGAGG AGC CCTGCCTGCCTTAAGAGTAGCAACA

IgHu A42|  AD™ GGACGGGTTGCGATCGCCGCIGGGG TGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGGGG
IgHu A10 |  AD™ TTGGGGAGAGTGGGCGGCAGGCTCG TGGGATGAGGTAGGCTGGGATGAGC
IgHu A1 AID*"* AGAGCTGATCGCGGGCAGAGGCAGA G GCTGGCCTGGCTGATGAGCTAAGCT
IgHu A13 |  AD™ AGCCTGGGGAGTCCTGTCCTGGCTC GC TGGGGTGAGCTGAGCTGAGCTGAGC
IgHu A15 |  AD™ TAAAAGGCTCAGGGACGGGTTGCGA GAGCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCT
IgHu A17 | AD™ ACTCTTGAGAAAAGTGTCAAAAACA c TGGGGTGAGCTGAGCTGAGCTGAGC
IgHu B2 AID* CTAGCAATTCAGGGGCGCGAGGCAT A GCTGAGCTGAGCTGAGCTGGGTGAG
IgHu B5 AID* CTCTTGAGAAAAGTGTCAAAAGIAC A aCTGAGCTGAGCTGAGCTGGGGTGA
IgHu B6 AID* CACTCCAGAGCTGCCTTCTTAGGTC GC TGAGCTGGGGTGAGCTGGGCTGAGC
e B7 AID* AAGAACACAGGGAAAGACCACCAGA GCTGGGGTGAGCTGAGCTGAGCTGG
IgHu B9 AID* TCAAAATGCATCCCGGTTTTTCCCT T GGGCTGAGCTGGGTTGGGAGACCAT
IgHu B10 AID* CTCTTTTCAGGAGAGCTGATCGCGG GC TGGGGTGAGGTGaGCTGAGCTGGGG
IgHu B11 AID* AAAGCACAGGAATGGAAGAAAGACT G CTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGAG
IgHu B13 | AID™ CAAGAATGTCCAACCGGCCGGGTCA G AGCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTG
IgHo: A11 AID** ATCTTGACAAGTCGCTCTACCCCGA cT GAGCTAGACTTANGGTGNAATGGGC
IgHo: A12 | AD™ GGGATTGGCGGGCGGGACGCACCTC c TAGgCTGGGGTGAATTAGCATGACT

IgHo A15 |  AD™ AACCGGCCGCTACATTCNAGACGCA G CTGGGCTGAGCTGGAATGAGCTGGG
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Efecto de la dosis génica de AID en la generacion de translocaciones c-myc/IgH

in vitro

La hiperplasia linfoide presente en los ratones IL6Tg es una patologia de larga latencia
que presumiblemente implica eventos selectivos complejos los cuales pueden afectar
al numero y naturaleza de las translocaciones encontradas en animales enfermos. Por
ello, para estudiar el efecto de la dosis génica de AID en la iniciacion de
translocaciones cromosomicas, se analizo la frecuencia de estos eventos tras cortos

periodos de cultivo in vitro de linfocitos B primarios.

Las translocaciones c-myc/IgH se inician en linfocitos B mediante la actividad de AID y
la generacion de DSBs, por lo que se pueden mimetizar in vitro mediante la
estimulacion de linfocitos B de bazo en presencia de LPS e IL4 (Ramiro y col., 2006b).

+/+

La frecuencia de translocaciones en linfocitos B AID™" es extremadamente baja
(menor de una translocacion cada diez millones de linfocitos), pero aumenta en
ausencia de p53, Arf o ATM. En particular, la proteccion mediada por p53 contra las
translocaciones c-myc/IgH inducidas por AID es evidente incluso en ratones p53*" en
los que la frecuencia de translocaciones es muy superior a la existente en los animales

control (Ramiro y col., 2006b).

Decidimos explotar la alta frecuencia de translocaciones c-myc/IgH de los linfocitos B
p53*" para determinar si la dosis génica de AID tiene impacto en que ocurran estas
lesiones linfomagénicas. Para asegurarnos de que el genotipo p53*" o el hecho de
trabajar con una cepa de fondo genético mixto (AID”" son Balb/c ByJ y p53” son
C57BL/6) no interfiere en la haploinsuficiencia de AID previamente descrita, se
generaron ratones AID""p53*" y AID**p53*" y se analizé la eficiencia de la reaccion de
CSR en cultivos de linfocitos B estimulados con LPS e IL4. Observamos que los
linfocitos B AID""p53*" tienen mermada la eficiencia de la reaccion de CSR,
comparado con los AID"*p53*", a los diferentes tiempos a los que se hicieron los
analisis de expresion de IgG1 (Figura R-7A). Esta reduccién es comparable a la
observada en ratones p53"*Balb/c ByJ (Figura R-2A y R-2B), e indica que la
haploinsuficiencia de AID se manifiesta de manera equivalente en animales p53*" de
fondo mixto Balb/c By C57BL/6.

Estudiamos la frecuencia de translocaciones proximales c-myc/IgHu en linfocitos B de
bazo estimulados durante tres dias con LPS e IL4 de ratones AID**p53*"y AID*"p53*".

Se aislaron linfocitos B de bazo de diez ratones distintos (cinco ratones por genotipo),
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Figura R-7. La frecuencia de translocaciones cromosdmicas c-myc/IgH esta reducida en linfocitos B AID™"
activados. (A) La eficiencia del CSR esta reducida en linfocitos B AID+/'p53+/'. Se estimularon linfocitos B
de bazo de ratones AID"*p53*" (n=4) y AID*" p53*" (n=4) en presencia de LPS e IL4. Se indican los
porcentajes de células IgG1* a los tiempos indicados. Se muestran las medias y sus desviaciones
estandar. t test p (AID"*p53*" vs AID"p53*"): 48h, 0.7; 72h, 0.01; 96h, 6x10°%; 120h, 0.03. Se uso el test t
de Student de doble cola de datos desapareados para el andlisis estadistico. (B) Translocaciones c-
myc/lgHp detectadas en linfocitos B de ratones AID"*p53*" (geles izquierda) y AID"p53" (geles
derecha). Las células B se estimularon in vitro en presencia de LPS e IL4 durante tres dias. Para la
amplificacion se usaron las condiciones descritas en materiales y métodos y los oligonucledtidos
representados en la figura R-5. Se muestran productos de amplificacion representativos en geles tefiidos
con bromuro de etidio (panel superior). La especificidad de los productos de amplificacién se determino
por southern blot; se hibridé con una sonda para IgH (panel medio) y otra para c-myc (panel inferior). Se
indica la identificacién de cada translocacion en la parte superior de cada gel. (C) Frecuencia de
translocaciones c-myc/IgHu en linfocitos B AID"*p53* y  AID"p53™. Las barras representan la
frecuencia de translocaciones/numero de células. Fisher test p (AID"p53"" vs AID"p53")= 2x10°. (D)
Representacion de los lugares de fusidon de los genes c-myc e IgH en las translocaciones encontradas en
linfocitos B AID"*p53*" y AID*"p53"" estimulados. Se clonaron y secuenciaron los productos de
amplificacion de las translocaciones proximales c-myc/IgHu. Los lugares de fusion en el gen c-myc
(diagrama superior) e IgH (diagrama inferior) se representan como circulos azules oscuros (AID+’+p53+") y
azules claros (AID+/'p53+/'). El exén 1 y el Ep de IgH se representan como rectangulos amarillos y la
distancia a estos elementos se indica en la parte inferior (pares de bases). Las flechas de la derecha
indican la posicion de los oligonucledtidos usados para la PCR de amplificacion. (A-D) n=5, proveniente
de 3 experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) se indican
con un asterisco (*).
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y se analizé la presencia de translocaciones c-myc/IgHu por PCR anidada (Figura R-5)

en 45 millones de células de cada genotipo tras tres dias de estimulacién. Los

productos de amplificacion se verificaron mediante southern blot con sondas

especificas para IgH y para c-myc (Figura R-7B, geles de agarosa representativos) y

también mediante clonaje y secuenciacion. Nuestros resultados indican que la

frecuencia de translocaciones c-myc/IgHu es significativamente menor en linfocitos B
AID*"p53*"(0.19x10®), comparado con los controles AID**p53*" (0.61x10®) (Figura R-

7C).

Tabla VI Translocaciones c-myc/lgH generadas in vitro en ratones p53™". (A) Translocacién cromosémica

c-myc/IgHu proximal. (B) Identificacion del ratén de igual modo que en los geles de la figura R-7. (C)
Secuencia de c-myc adyacente a la fusidon de la translocacién; las mutaciones se representan en letra
minuscula. (D) Microhomologias en los lugares de fusidén de los dos cromosomas (secuencias que no es
posible asignar a c-myc o Ig). (E) Secuencia reversa complementaria de IgH adyacente a la fusiéon de

ambos cromosomas; las mutaciones se representan en letra minuscula.

Derivativo

ID

noti

12 @) ® Genotipo

IgHu 1F7 AID** AGACTGTCCTAACCGGCCGCTACAT T GAGCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCT
IgHu 1G5 AID™* AGACAAAAATTCCCTCCCCGGAGCC TG AGCTGGGTGAGCTGAGCTGGGGTGA
IgHW 2G7 AID™* CCGCGGATCCCAAGTAGGAATGTaA GG GGTGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGA
IgHuK 6H5 AID™ AAATTTTACTACGATCACTATTTTT TGAGCTGAGCTGGGGTGAGCTGAGC
IgHuK 6H8 AID™ GTCGGTCCCAGGCTGTCAGAAATGC TGAACTGAATGAGTTTCACCAGGCC

IgHu 8B6 AID™* AATGTCCAACCGACCGGGTCAGCGT GTGAGCTGAGCTGAGCTAGGGTGAG
IgHW 10G5 AID™* ACCGGGGTTTCCAACGCCCAAAGGA GCTGAGCTGGGCTGAGCTGGGGTGA
IgHW 10G12 AID™* ACAGCTCGAGGAGCTCTTTTCAGct GAGCTGA GCTGAGCTGAGCTGAGCTGAGCTGG
IgHK 10H5 |  AID™ GGTTTCCCCCAAGTCAACGAATCGG T GAGCTGaGcTGgGgTGAGCTGAGCT

IgHu 11F4 AID™ AACAGCTCGAGGAGCTCTTTTCAGc TGAGCTGAGCtGAGCTGAGCTGAGC

IgHp 11H7 AID** GAAATGCACCAAGCTGAAATTTAAA GGGGTGAGCTGAGCTAGGGTGAACT
IgHW 3C9 AID*" GTCGGTCCCAGGCTGTCAGAAACGC TGAGCTTgGCTGAGCTAGGGTGAGC

IgHu 7D3 AID*" AGTAACCTCGGGAACCCCGCTTCAA TGAGCTGgGgTGAGCTGaGCTGAGC

IgHuK 8G5 AID*" TCTTTTCAGGAGAGCTGATCGCGGG TGAGCTGAGCTGAGCTGGGGTGAGC
IgHu 8H10 AID™" AGCTCTTTTCAGGAGAGCTGATCGC GGG TGAGCTGAGCTGAGCTGGGGTGAGC
IgHu 9A4 AID*" AGTAACCTCGGGAACCCCGCTTCAA TGAGCTGGGGTGAGCTGAGCTGAGC
IgHW 9C3 AID*" TGAGAAAAGTGTCAAAAGCACAaGA A GCTGAGCTGAGCTGGGGTGAGCTGg
IgHu 10A10 AID*" GAGAGCTGATCGCGGGCAGAGGCAG GAGCTGGAG-TGAGCTGAGCTGGGCT
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Al igual que en las translocaciones encontradas en animales IL6Tg, se mapeod la
posicion de los breakpoints de las translocaciones de células AID*"p53*" frente a las
de los controles AID"*p53*". No encontramos diferencias significativas en la
distribucion de los breakpoints ni en c-myc ni en IgH (mapeado en Figura R-7D),

tampoco en mutaciones o microhomologias en las uniones (Tabla VI).

Estos resultados nos permiten concluir que la expresion reducida de AID por los
ratones que portan un Gnico alelo del gen Aicda (AID*") da lugar a una disminucién en
la frecuencia de translocaciones c-myc/IgH. Por tanto, AID es haploinsuficiente para la

generacion de estas lesiones linfomagénicas.

En resumen, en esta primera parte se ha realizado un analisis exhaustivo de las
consecuencias de un reduccion en los niveles de AID in vivo e in vitro utilizando
animales AID*", en los que la expresion de AID esta reducida a la mitad. Nuestros
datos demuestran que esta reduccion tiene consecuencias funcionales, tanto para la
actividad fisiolégica de AID (SHM y CSR), como para su actividad linfomagénica
(generacion de translocaciones c-myc/IgH). Por tanto, demostramos que AID es
haploinsuficiente, lo que sugiere que los niveles de expresién de AID estan regulados
finamente para mantener su actividad dentro de un rango que permite el desarrollo de
una respuesta inmune eficiente y al mismo tiempo minimizar el riesgo de lesiones con

capacidad transformante (ver discusion).
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Parte Il. Estudio de la regulacion de la expresion de AID

mediada por hormonas

AID introduce lesiones en el ADN, necesarias para la diversificacion secundaria de
anticuerpos (CSR y SHM) pero como subproducto de esta actividad también introduce
mutaciones y translocaciones potencialmente deletéreas. Por ello, la actividad de AID
debe estar estrechamente regulada. AID, ademas de estar regulada por rutas
dependientes de la activacion de los linfocitos B, también lo estd por rutas
independientes (por ejemplo, proteinas E-box (Sayegh y col., 2003), Pax5 (Gonda y
col., 2003) y NF-xB (Dedeoglu y col., 2004)), siendo las hormonas posibles candidatos
reguladores de su actividad ya que esta descrita su participacidon en multitud de

procesos fisioldgicos (revisado en McDonnell y col., 2002).

La prevalencia de los sindromes autoinmunes humanos de linfocitos B suele ser
mayor en mujeres que en hombres (revisado en Whitacre, 2001; revisado en Rider y
col., 2001; revisado en Nalbandian y col., 2005; revisado en Peeva y col., 2005; Li y
col., 2007), relacionandose con la actividad de las hormonas sexuales (revisado en
Whitacre, 2001). Ademas se han observado expresiones aumentadas de AID en
modelos murinos de autoinmunidad (Bombardieri y col., 2007; Hsu y col., 2007; Jiang
y col., 2007). Otras patologias no inmunes, como el cancer de mama o de ovario,
estan también influenciadas por la actividad de hormonas sexuales (Hulka y col., 1995;
Shang y col., 2006). Para determinar si AID puede estar regulada por hormonas
sexuales, se evalud el efecto de los estrégenos en la expresion y funcion de AID. Este
proyecto ha sido desarrollado en colaboracion con el laboratorio del Dr. Petersen-

Mahrt (Cancer Research UK, Inglaterra).

Identificacion de elementos de respuesta hormonal en el promotor de AID

Las hormonas, como es el caso de los estrégenos, ejercen su funcion bioldgica
mediante la unién a sus receptores citoplasmaticos y posterior entrada del complejo
hormona-receptor al nucleo, dénde actuan como factores de transcripcién (Tsai y col.,
1994).

Para determinar si la expresion de AID esta regulada por hormonas, se analizo si el
gen de AID (Aicda) puede ser una diana directa de regulacion hormonal via estrogeno.
Mediante analisis bioinformatico, se identifico una serie de posibles elementos de
respuesta a estrégeno (EREs) en el contexto de otros elementos de unién, como los

del NF-xB (Figura R-8A). Para comprobar si las predicciones bioinformaticas eran
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correctas se realizé un ensayo luciferasa. Se clonaron los fragmentos A-E que
contienen las potenciales regiones de respuesta a estrogeno (Figura R-8A)
inmediatamente antes del gen de la luciferasa y se transfectaron en células humanas
SiHa; un dia después se trataron con el estrogeno 17-B-estradiol o DMSO durante
cuatro horas, y se analizé la actividad luciferasa. Observamos que el fragmento C del
promotor de AID contiene el elemento de respuesta a estrogeno, pues fue el de mayor
respuesta en el ensayo luciferasa (Figura R-8B). Este fragmento también contiene los

dos lugares de union de NF-xB al promotor de AID (Dedeoglu y col., 2004).
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Figura R-8. Analisis de los elementos de respuesta a estrégeno en el promotor humano de AID. (A)
Representacion esquematica de los elementos de respuesta a estrégeno (EREs) potenciales (rectagulos
rojos) y los elementos de respuesta a NF-xB (6valos verdes) en el locus humano de AID. Las regiones del
promotor de AID indicadas (marcadas de A-E) se clonaron inmediatamente antes del gen reportero de la
luciferasa. (B) El fragmento C contiene los elementos de respuesta a estrégeno. Se transfectaron los
vectores que contienen las distintas regiones del promotor de AID (marcadas de A-E) en células SiHa y
se incubaron durante 24 horas, a continuacion se trataron durante 4 horas con 17-p-estradiol y se analizé
la actividad luciferasa. Se representa la actividad luciferasa relativa tras tratamiento con estrégeno
referida al DMSO. Se indica el esquema del tratamiento a la derecha de la grafica.

Este resultado nos permite concluir que el promotor de AID contiene sitios de
respuesta a estrégeno, proximos a los lugares de union a NF-xB previamente

descritos.

Efecto del estrégeno en la expresién de AID

A continuacion se analizo si la presencia de estrégenos afecta a la expresion de AID,
lo que seria razonable dada la presencia de elementos de respuesta a estrogeno en el
gen de AID. Para analizar la expresién de AID en presencia de estrégeno, se aislaron
linfocitos B de bazo y se estimularon con LPS e IL4. Se anadieron distintas
concentraciones fisiolégicas de 17-p-estradiol y se analizd la expresion de AID por
gRT-PCR tras ocho horas. El tratamiento con estrégeno se hizo durante un periodo
corto de tiempo para evitar la induccion maxima de AID causada por una estimulacion
larga con LPS e IL4. Observamos que el tratamiento con concentraciones fisioldgicas

de estrégeno incrementa hasta tres veces los niveles de ARNm de AID en linfocitos B
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estimulados, comparado con los controles tratados con dimetil sulféxido (DMSO)
(Figura R-9A).
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Figura R-9. Efecto del estrogeno en el ARNm de linfocitos B. (A) La expresion de AID en respuesta a
estrogeno aumenta en linfocitos B activados. Se estimularon linfocitos B de bazo con LPS e IL4 y se
trataron con diferentes concentraciones fisiolégicas de estrogeno durante 8 horas. (B) La expresion de
AID en respuesta a estrégeno en linfocitos B no estimulados aumenta tras 8 horas de tratamiento con
concentraciones fisiologicas de estrogeno. (A-B) Se aislé ARN y se analizé expresion de AID mediante
gRT-PCR. Se indica el esquema de los tratamientos a la derecha de cada grafica. Se muestran las
medias y desviaciones estandar de 3 experimentos independientes. Se ajusta el DMSO a las 0 horas al
valor de 1, y los tratamientos se representan como cambios relativos referidos al DMSO.

Los linfocitos B de bazo no estimulados o naive expresan niveles bajos de AID (unas
10 veces menos que los activados, dato no mostrado). Para determinar el efecto del
estrogeno en la expresion de AID en linfocitos B naive, se aislaron células B de bazo y
se trataron durante ocho horas con concentraciones fisioldgicas de estrégeno. Los
niveles de ARNm de AID se inducen hasta siete veces tras tratamiento con estrégeno

de linfocitos B naive, comparado con los linfocitos tratados con DMSO (Figura R-9B).

Estos resultados demuestran que el estrogeno incrementa los niveles de expresion de

ARNm de AID en linfocitos B activados y linfocitos B naive.
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Efecto del estrégeno en las reacciones de CSRy SHM

Para evaluar el efecto del estrégeno en la eficiencia de la reaccion de CSR, se analizé
uno de los eventos tempranos de este proceso, la generacion de transcritos
procedentes de los circulos de switch escindidos de la reaccion de CSR. Estos
circulos de switch se generan durante el CSR, al recombinarse dos secuencias de
switch y escindirse en forma de circulo la region intermedia del locus de lg. Estos
circulos de ADN contienen una unidad transcripcional y por ello generan transcritos
que pueden detectarse mediante qRT-PCR. Se aislaron células B de bazo, y tras
estimulacioén con las citoquinas apropiadas in vitro y tratamiento con 17--estradiol, se
analizaron los transcritos de circulos de switch a IgG1, 1gG3, IgA e IgE. El analisis por
gRT-PCR dos dias después de la estimulaciéon demuestra que los linfocitos B tratados
con estrégeno tienen aumentada su capacidad para la reaccion de CSR (Figura R-
10A), de manera paralela al incremento observado en los niveles de ARNm de AID
(Figura R-9A).
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Figura R-10. El estrogeno induce CSR y SHM. (A) La eficiencia del CSR estd aumentada en linfocitos B
tratados con estrogeno. Se estimularon linfocitos B de bazo durante dos dias con LPS e IL4 (para el
isotipo 1gG1 e IgE), con LPS y TGF-f (para el isotipo IgA) y con LPS (para el isotipo IgG3). Se afiadio el
estrégeno junto con el LPS vy las citoquinas. Se determind la eficiencia de CSR mediante la deteccion de
los transcritos de los circulos de switch correspondientes a cada isotipo por qRT-PCR. Los datos se
representan como cambios relativos referidos al DMSO. Se muestran las medias y las desviaciones
estandar de 3 experimentos independientes. (B) El estrogeno aumenta la frecuencia de mutaciones en la
region CD95/Fas de células Ramos y en la Sy3 en linfocitos B de bazo. Se cuantificé la frecuencia de
mutacion en la region CD95/Fas de células Ramos crecidas en presencia de 100nM de estrégeno durante
alrededor de 20 pases. También se analizaron mutaciones en la regién Sy3 de linfocitos B de bazo
tratados durante seis dias con LPS y 10nM de estrégeno. Las frecuencias de mutacion se normalizaron
usando sus respectivos controles tratados con DMSO. t test p CD95/Fas (estrégeno vs DMSO) > 0.05y t
test p Sy3 (estrogeno vs DMSO) < 0.02. Las diferencias estadisticamentes significativas (p< 0.05) se
indican con un asterisco (*). Se uso el test t de Student de doble cola de datos desapareados.
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Para estudiar si el efecto del estrogeno es también evidente en la funcion de AID en
SHM se analizé la frecuencia de mutacioén en la region de switch y3 (Sy3) de linfocitos
B primarios. La actividad de AID durante el CSR lleva emparejada la generacion de
mutaciones en las regiones de switch. Por ello se puede usar la acumulacion de
mutaciones en estas regiones como indicadores de la actividad mutagénica de AID.
Para determinar la SHM en Sy3, se estimularon células B de bazo durante seis dias
con LPS y 10nM de 17-B-estradiol. En el histograma se incluyen los resultados
obtenidos del analisis de unos ciento treinta clones de cada tratamiento. Encontramos
incrementada la frecuencia de mutacion en la regién Sy3 de linfocitos B tratados con
estrogeno, comparado con los controles tratados con DMSO (6.5x10* vs 3.8x10™) (t

test p< 0.02) (Figura R-10B, barras azul oscuro).

AID puede actuar sobre genes que no sean inmunoglobulinas (Mischen y col., 2000;
Pasqualucci y col., 2001; Kuppers y col., 2001; Liu y col., 2008). Para analizar si el
estrogeno puede inducir a AID a actuar de forma aberrante, se estudio la frecuencia de
mutaciones en el gen CD95/Fas en células Ramos. La frecuencia de mutacion
espontanea de este gen es muy baja (de 100 a 1000 veces menor que en genes de
inmunoglobulina (Muschen y col., 2000)). Secuenciamos unos 80 clones de cada
genotipo. Observamos un incremento en la frecuencia de mutacién del gen CD95/Fas,
al igual que ocurrié con la SHM fisiolégica, tras tratamiento con estrégeno comparado

con el control con DMSO (1.9x10™ vs 1.1*) (Figura R-10B, barras azul claro).

Estos resultados demuestran que el estrégeno afecta a la eficiencia del CSR y de la
SHM en linfocitos B primarios. Ademas, el incremento de mutaciones en genes que no
son inmunoglobulinas, como es el caso de CD95/Fas, indica que el estrogeno puede

ejercer un efecto genotdxico en oncogenes o0 genes supresores de tumores.

Efecto del estrégeno en la generacion de translocaciones c-myc/IgH

Los niveles de AID influyen directamente en la frecuencia de translocaciones c-
myc/IgH (Figura R-6B y R-7C). Previamente se ha demostrado que el estrégeno puede
inducir a AID a actuar de forma aberrante, mediante la deteccion del incremento de la
frecuencia de mutaciones en genes distintos de los de inmunoglobulinas (Figura R-
10B, barras azul claro). Para determinar si la actuacion aberrante de AID, inducida por
estrogeno, se traduce en un incremento de las translocaciones cromosdmicas entre
IgH y proto-oncogenes, se analizé la generacién de translocaciones c-myc/IgH en

linfocitos B primarios de ratones p53*" cultivados in vitro en presencia de esta
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hormona, usandose el fondo p53* porque es mas propenso al desarrollo de estas

+/+

lesiones que el p53™" (Ramiro y col., 2006b). Para asegurarnos de que el genotipo
p53*" no interfiere en el efecto del estrédgeno sobre AID previamente descrito, se
analizé la expresion de AID vy la eficiencia de la reaccion de CSR en cultivos de
linfocitos B con LPS y estrogeno a lo largo del tiempo. Observamos un incremento en
la expresion de AID y de los circulos de switch Sy3 en presencia de estrogeno (Figura

+-

R-11A), lo que indica que su efecto es equivalente en animales p53™ al observado en

los p53*"*.
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Figura R-11. El estrégeno induce translocaciones cromosémicas c-myc/IgHu en células B activadas. (A)
Los niveles de AID y de los circulos de switch Sy3 aumentan tras la administracion de estrégeno en
células B p53+/'. Se estimularon linfocitos B de bazo de ratones p53+/' durante tres dias con LPS, al
mismo tiempo que se afadié estrégeno 50nM. Se aisl6 ARN y se analizé la expresion de AID y de
circulos de switch Sy3 a lo largo del tiempo mediante qRT-PCR. Las barras representan la expresion (azul
oscuro, de AID; azul claro, de circulos de switch Sy3) relativa a la de los linfocitos B sin estimular. (B)
Translocaciones c-myc/IgHu detectadas en presencia de estrégeno en linfocitos B p53+/'. Se estimularon
in vitro con LPS durante tres dias, en presencia (geles izquierda) o ausencia (geles derecha) de
estrogeno. Para la amplificacién se usaron las condiciones descritas en materiales y métodos y los
oligonucledtidos representados en la figura R-5. Se muestran productos de amplificacion representativos
en geles tefiidos con bromuro de etidio. Se us6 ADN de un ratén IL6Tg como control positivo. La
especificidad de los productos de amplificacién se determiné por southern blot, mediante hibridaciéon con
una sonda para c-myc. (C) Frecuencia de translocaciones c-myc/IgHu en linfocitos B de ratones p53*"
tratados con estrégeno. Las barras representan la frecuencia de translocaciones/nimero de células
analizadas (7x107 células por condicién). n=4, de 2 experimentos independientes. Fisher test p (estrégeno
vs DMSO) = 0.06.
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Estudiamos la frecuencia de translocaciones proximales c-myc/IgHu en linfocitos B de
bazo estimulados durante tres dias con LPS y 50nM de 17-B-estradiol. Se aislaron
linfocitos B de ocho ratones distintos (cuatro ratones por genotipo), y se analizé la
presencia de translocaciones c-myc/lgHu por PCR anidada (Figura R-5) en 146
millones de células (73 millones por genotipo) tras tres dias de estimulacién. En la
figura se muestran geles de agarosa representativos, tras aislar ADN gendmico y
amplificar las translocaciones c-myc/lgHu (Figura R-11B). Las translocaciones
encontradas en los geles de agarosa se verificaron mediante southern blot con una
sonda especifica para c-myc. Nuestros resultados indican que la frecuencia de
translocaciones c-myc/IgHu es mayor en linfocitos B tratados con estrégeno (0.69x10

") que en los controles tratados con DMSO (no detectadas) (Figura R-11C).

Este resultado demuestra que el estrogeno promueve la generacion de

translocaciones c-myc/IgH en células B primarias.

En conjunto, los datos presentados en esta segunda parte nos permiten concluir que el
estrogeno regula los niveles de expresion de AID y afecta a la frecuencia de
translocaciones cromosoémicas. Estos resultados sugieren que los fendmenos
autoinmunes y tumorigénicos promovidos por estrégenos, pueden estar
mecanisticamente ligados con la inestabilidad gendmica mediada por AID (ver

discusion).
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Parte lll. Andlisis del efecto de la expresion de AID en distintos

estadios de la diferenciacion B

AID no sdlo inicia las reacciones de diversificacion secundaria de anticuerpos, SHM y
CSR, sino que ademas es responsable de la generacion de translocaciones
cromosémicas con potencial linfomagénico. En este sentido, se ha descrito en
diversos modelos de pérdida de funcién in vivo que la falta de AID retrasa o bloquea el
inicio de procesos linfomagénicos, en particular aquellos que se originan a partir de
células B activadas (Ramiro y col., 2004; Kovalchuk y col., 2007; Pasqualucci y col.,
2008), revelando asi que AID juega un papel en el desarrollo de neoplasias linfoides.
Por otra parte, como se ha descrito anteriormente en este trabajo, AID es
haploinsuficiente, lo que indica que la regulacion de sus niveles de expresion es critica
para la actividad de AID en estos procesos. Estos resultados permiten predecir que un
aumento en los niveles de expresién de AID in vivo podria potenciar la generacion de
linfomas. Sin embargo, los modelos de ganancia de funcién de AID in vivo generados
hasta el momento no han sido totalmente concluyentes (Okazaki y col., 2003; Kotani y
col., 2005; Muto y col., 2006; Shen y col., 2008; Morisawa y col., 2008; Robbiani y col.,
2009). Son modelos de transgénicos en los que la sobre-expresion de AID ocurre de
forma ubicua o especifica de células B, y en ninguno de los casos se ha detectado la
generacion espontanea de linfomas B; éstos s6lo se han observado en uno de los
modelos en ausencia del gen supresor de tumores p53 (Robbiani y col., 2009). Estos
datos pueden reflejar la existencia de mecanismos reguladores de la actividad de AID
en contextos celulares especificos, aunque no se pueden descartar problemas

técnicos derivados de la utilizacion de transgénicos.

Para explorar de manera sistematica el papel de AID en procesos linfomagénicos
decidimos generar un modelo que nos permitiera promover la sobre-expresion de AID
in vivo con dos premisas: i) sin depender de un transgén, para evitar los efectos
secundarios de sitio de insercion y ii) de manera condicional, de modo que nos
permitiera elegir el linaje o contexto celular donde tiene lugar la expresién. Para ello
decidimos introducir por recombinacion homéloga una copia del ADN complementario
de AID (ADNCc) en el locus endégeno Rosa26 inducible mediante un sistema basado
en la recombinasa Cre. Hemos utilizado este sistema para inducir la sobre-expresion

de AID en dos estadios de la diferenciacion B.
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Generacion de un modelo murino de sobre-expresion inducida de AID

Para generar el ratdn Rosa26"'™* se utiliz6 un vector que contiene los brazos de
homologia del gen Rosa26 y un stop transcripcional flanqueado por dos sitios loxP.
Elegimos el gen Rosa26 porque es un gen enddgeno que se expresa ubicuamente, y
su eliminacion no tiene consecuencias funcionales (Friedrich y col., 1991; Zambrowicz
y col., 1997; Soriano y col., 1999). El ADNc de AID se clon6 a continuacion del stop
trancripcional en un casete que también incluye una secuencia de unién a ribosoma
(IRES, del inglés, Internal Ribosome Entry Site) y la secuencia codificante de la
proteina GFP, lo que permite monitorizar la expresion de AID. La expresiéon de la
recombinasa Cre, una enzima que reconoce, corta y vuelve a unir especificamente las
secuencias cortas palindromicas conocidas como sitios loxP (Sauer y col., 1988;
revisado en Kilby y col., 1993), elimina el stop transcripcional lo que permite inducir la
expresion de AID (Figura R-12A).

Este vector de targeting se testé in vitro en células 3T3 en las que se introdujo el
vector de targeting Rosa26AID. Encontramos que la expresion de Cre en estas células
inducia tanto la expresiéon de GFP como la de AID (dato no mostrado). A continuacion,
la construccion Rosa26AID se electropord en células madre embrionarias de ratén v,
tras analisis por southern blot, identificamos 2 clones (167 y 267) que contenian un
fragmento del tamafio esperado, como resultado de la correcta integracién del vector
(dato no mostrado). Para verificar la construccion integrada en el clon 267 se transdujo
con un vector retroviral que codifica la recombinasa Cre. Observamos que un 35% de
las células transducidas con Cre, pero no con el vector vacio, expresan GFP (Figura
R-12B). Asimismo, la expresion de AID analizada mediante qRT-PCR esta
incrementada respecto a las transducidas con el vector vacio (Figura R-12C). Se usé

6AIDki/+

este clon para generar los ratones quiméricos Rosa2 mediante su agregacion e

implantacién en hembras CD1.

Se analizé la transmisién de la construccién usando dos de los machos quiméricos
generados mediante analisis por southern blot, usando sondas para una region del
gen de neomicina y para una de GFP. Este analisis revelé que el ratdbn quimérico
numero tres transmitia la construccion (Figura R-12D), por lo que se utilizé ese macho
para generar la descendencia. Todos los experimentos que se van a detallar se
realizaron con ratones que poseen el fondo genético mixto Sv129-C57BL/6.
Actualmente estamos generando ratones congénicos Rosa26"°* C57BL/6, para

minimizar las variaciones relacionadas con la cepa.
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Figura R-12. Sobre-expresion inducible de AID en el locus de Rosa26. (A) Representacion esquematica
del vector de targeting R26AID integrado por recombinacion homodloga en células madre. El vector
contiene los brazos de homologia del gen Rosa26 y un stop transcripcional flanqueados por 2 sitios loxP,
posteriormente el ADN complementario de AID, seguido de la secuencia Ires y de GFP. Se indica la
localizacién de las 2 sondas (una en el extremo 5°, identificada como Neo, y otra en el extremo 37,
identificada como GFP) empleadas para hacer el andlisis por southern blot de las células madre
electroporadas con este vector. Las sondas estan situadas entre los lugares de restriccion de la enzima
EcoRV. El tamafio de los fragmentos se encuentra entre paréntesis. El vector se activa al eliminar el stop
transcripcional con una Cre recombinasa. (B) Células madre GFP positivas tras transduccion del clon 267
con el plasmido pBabe-Cre. Se crecieron células del clon 267, se transdujeron con los vectores pBabe-
Cre o pBabe-Vacio y a las 24 horas se les afadié puromicina. Se midié GFP por citometria de flujo siete
dias tras la transduccion. Se indica el porcentaje de células GFP positivas. (C) Las células del clon 267
transducidas con pBabe-Cre expresan AID. Se aislé ARN de las células provenientes del experimento
descrito en el apartado (B) y se analizé la expresion de AID mediante qRT-PCR. Las barras representan
la expresion de ARNm de AID relativa a linfocitos B activados con LPS e IL4 durante tres dias. (D)
Transmision del vector R26AID en la descendencia del ratéon quimérico 3. Southern blot del ADN
gendmico obtenido de las crias de los ratones quiméricos 1 y 3, tras digestion con la enzima de
restriccion EcoRV. Las hibridaciones se hicieron con las sondas indicadas en el apartado (A). Las bandas
esperadas y su tamafo se indican con una linea horizontal. En la parte superior estan enumerados los
ratones. El control positivo es ADN del clon 267, y el control negativo es ADN de un ratén salvaje Balb/c.

Expresion de GFP y diferenciacion en médula de ratones Rosa26""™"* CD19-

Crekl/+

En primer lugar, y con el fin de analizar el papel de la sobre-expresion de AID en

k" “mediante el cruce

células B maduras, se generaron ratones Rosa26*™'* CD19-Cre
de ratones Rosa26”®™* con CD19-Cre"* (Rickert y col., 1997). Los ratones
Rosa26”®™"* contienen en el locus de Rosa26 una copia de AID precedida por dos
sitios loxP, que flanquean un stop transcripcional. Los animales CD19-Cre*’* expresan

la recombinasa Cre bajo el promotor del gen que codifica para CD19, cuya expresion
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es especifica del linaje B (Zhou y col., 1991). La recombinaciéon mediada por CD19-
Cre ocurre de forma progresiva desde estadios tempranos de la diferenciaciéon B y

llega a ser maxima en células B naive (revisado en Schmidt-Supprian y col., 2007).

Para caracterizar la expresién de GFP en los ratones Rosa26"°* CD19-Cre"* se
extrajeron médula 6sea y bazo de animales Rosa26"'™"* CD19-Cre"’* y de controles,
Rosa26"** CD19-Cre"*, y se marcaron las suspensiones celulares con anticuerpos
especificos para las moléculas B220, CD19, IgM e IgD, que permiten caracterizar las
distintas poblaciones B. Se analizé el porcentaje de células GFP* en cada poblacion.
Observamos, de acuerdo con publicaciones previas (Hobeika y col., 2006; revisado en
Schmidt-Supprian y col., 2007), que la expresién de GFP mediada por CD19-Cre es
residual en células pre-proB, y minoritaria hasta el estadio de células B inmaduras,
pero llega a ser de un 85% en células B maduras en bazo y un 90% en células B
recirculantes en médula (Figura R-13). Ademas, observamos que la expresién de GFP

es especifica de linfocitos B (dato no mostrado).
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Figura R-13. Expresion de GFP durante la diferenciacion B en ratones Rosa26"™* CD19-Cre"’". Se
extrajeron médula 6sea y bazo de ratones Rosa26™™"* cD19-Cre"* y de sus respectivos controles,
Rosa26"""* cD19-Cre"". Se disgregaron vy lisaron glébulos rojos. Se midi6 GFP en células pre-proB
(B220°CD19", médula 6sea), pro/preB (B220°CD19'IgM’, médula 6sea), inmaduras (B220°CD19*IgM",
médula 6sea), recirculantes (B220°CD19°IgM*IgD*, médula 6sea) y naive (B220°, bazo) mediante
citometria de flujo. Se muestran imagenes representativas de los niveles de GFP de cada una de las
poblaciones citadas. Se indica el porcentaje de células GFP positivas. En azul oscuro se representan los

ratones que sobre-expresan AID (Rosa26"™"* cD19-Cre"’*) y en azul claro los controles (Rosa26™*"*
CD19-Cre"*). n=5.

Para analizar las posibles alteraciones en la diferenciacion B asociadas a la presencia
de una copia extra de AID, se estudiaron las poblaciones de linfocitos B en médula
Osea de ratones de ambos genotipos. No observamos diferencias significativas en los
porcentajes de células pre-proB (B220*CD19°), pro/preB (B220°CD19*IgM’), inmaduras
(B220"CD19°IgM*IgD") y recirculantes (B220°CD19°IgM*IgD*) en médula 6sea de los

108



RESULTADOS

ratones Rosa26*'™* CD19-Cre"* comparado con los controles Rosa26"°** CD19-
Cre"* (Figura R-14).

R26AID*+ R2@GADkir+
CD19-Cre* CD19-Cre**

Figura R-14. Diferenciacion B normal en médula ésea de ratones Rosa26*'”"* CD19-Cre"*. Andlisis de
las poblaciones de linfocitos B de médula 6sea de animales Rosa26™'™* CD19-Cre"’* (paneles derecha)
y Rosa26""""* cD19-Cre"" (paneles izquierda). Se extrajeron células de médula 6sea, marcaron con los
anticuerpos indicados y analizaron por citometria de flujo. En la figura se incluyen imagenes
representativas de las células pre-proB (B220°CD19) (paneles superiores), pro/preB (B220°CD19"IgM")
(paneles intermedios), inmaduras (B220°CD19°IgM*IgD’) (paneles inferiores) y recirculantes
(B220"'CD19*IgM*"IgD*) (paneles inferiores). Se indica el porcentaje de células de cada poblacion. n=>5.

De estos resultados concluimos que la sobre-expresion de AID es estable y compatible

con un desarrollo normal de la médula dsea en los ratones Rosa26”'°“"* CD19-Cre"".

Expresién de AID en ratones Rosa26*'™* cD19-Cre""*

A continuacién, quisimos determinar si la introduccion de un alelo extra de AID en
ratones Rosa26*?"* CD19-Cre"’* da lugar a un incremento en los niveles de expresion
de AID en comparacién con los de un ratén Rosa26*"** CD19-Cre""*, tal y como
parece indicar la expresion de GFP (Figura R-13). AID se expresa fundamentalmente
en células B estimuladas de centro germinal (Muramatsu y col., 1999). En condiciones
fisiologicas, la expresion de AID en linfocitos B naive de bazo es muy baja (unas 10
veces menor que en linfocitos B activados, dato no mostrado). Para analizar la
expresion de AID en el modelo Rosa26*™"* CD19-Cre"’* se aislaron linfocitos B de
bazo de ratones Rosa26*""* CD19-Cre"* y Rosa26*** CD19-Cre""" y se cuantifico

la expresion de AID por qRT-PCR en células naive y en células activadas durante tres
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dias en presencia de LPS e IL4. Los resultados indican que los niveles de ARNm de
AID estan incrementados mas de 10 veces en linfocitos B naive de ratén comparado
con los controles Rosa26™P*"* CD19-Cre"’* (Figura R-15A). En cuanto a los linfocitos B
activados, la expresion de AID es 1.5-2 veces mayor en ratones Rosa26"™* CD19-
Cre"”* que en los controles Rosa26*"** CD19-Cre"* (Figura R-15A). A continuacién se
analizé la expresion de AID en centros germinales in vivo procedentes de placas de
Peyer, en donde hay activacion constitutiva de células B y CSR a IgA (Rhee y col.,
2005). Se aislaron células de centro germinal de placas de Peyer Fas"GFP" de ratones
Rosa26"™* CD19-Cre"* y Fas® de los Rosa26"** CD19-Cre"’* mediante citometria
de flujo preparativa, y se analizé en ellas la expresion de AID por gRT-PCR.
Observamos una expresion de AID aumentada 2 veces en centros germinales in vivo
de ratones Rosa26"™* CD19-Cre"*, en comparacion con la de animales Rosa26”°**
CD19-Cre"* (Figura R-15B). La expresién de AID aumentada se mantiene en linfocitos
B que salen a sangre de ratones Rosa26""™"* CD19-Cre"* (Figura R-15C).
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Figura R-15. Expresion aumentada de AID en linfocitos B Rosa26™'”" CD19-Cre”. (A) Los niveles de
AID estan aumentados en linfocitos B naive y activados de bazo en ratones Rosa26"'"* CD19-Cre""*. Se
aislaron linfocitos B de bazo de ratones Rosa26™™* CD19-Cre"’* y Rosa26*"** CcD19-Cre"’* y
estimularon durante tres dias en presencia de LPS e IL4. Se aislé6 ARN y analizé la expresion de AID
mediante gRT-PCR. Se muestran las medias y sus desviaciones estandar. Células naive: n= 8; t test p
(Rosa26"™* CD19-Cre* vs Rosa26™""* CD19-Cre’")= 1x10®. Células activadas: n= 11, de 5
experimentos independientes; t test p (Rosa26™™* CD19-Cre""’* vs Rosa26"'°"* cD19-Cre"'*)= 0.02. (B)
Los niveles de AID estan aumentados en células B de centro germinal de placas de Peyer. Se extrajeron
placas de Peyer de ratones Rosa26™™* CD19-Cre"’* y Rosa26""*"* CD19-Cre""*. Se aislaron células
Fas*GFP" de un grupo de 3 ratones Rosa26™™"* CD19-Cre"’* y células Fas* de un grupo de 3 ratones
Rosa26"""* cD19-Cre"’*. Se aislo ARN y se analizé la expresion de AID mediante gRT-PCR. (C) Los
niveles de AID estdn aumentados en sangre. Se extrajo sangre de ratones Rosa26"™"* cD19-Cre* y
Rosa26""""* CD19-Cre", se lisaron glébulos rojos y aislé ARN. Se analiz6 la expresion de AID mediante
gRT-PCR. Se muestran las medias y las desviaciones estandar; n=3; t test p (Rosa26™™* cD19-Cre"*
vs Rosa26™"** CD19-Cre"’*)= 5x10?. (A-C) Las barras representan la expresion de ARNm de AID
relativa a la de linfocitos B Balb/c activados durante tres dias con LPS e IL4, ajustada a 1. Las diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) se indican con un asterisco (*). Se usoé el test t de Student de
doble cola de datos desapareados.
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Como se indicé antes, en ausencia de AID, los linfocitos B se acumulan en bazo
dando lugar a una moderada esplenomegalia (Muramatsu y col., 2000; Revy y col.,
2000). Y la disminucién en los niveles de AID en linfocitos B AID"" da lugar a un
aumento del nimero de linfocitos B en bazo y de las células de centro germinal Fas®
GL7* en placas de Peyer, respecto a los controles AID** (Figura R-1B y R-1C).
Aunque los ratones Rosa26*™"* CD19-Cre"’* no presentan alteraciones significativas
en el nimero de células B de bazo (dato no mostrado), si observamos una
disminucion significativa del numero de placas de Peyer, asi como un menor tamafo
de las mismas, en ratones Rosa26"""* CD19-Cre""*, comparado con los controles
Rosa26"™** CD19-Cre"* (Figura R-16A). En cuanto a las células de centro germinal,
no encontramos diferencias significativas en la proporcién de células Fas*GL7" nien la
de células IgA* de ratones Rosa26™'™* CD19-Cre"* (Figura R-16B y R-16C).
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Figura R-16. Caracterizacion de las placas de Peyer de los ratones Rosa26™”* CD19-Cre"". Se
extrajeron las placas de Peyer del intestino de ratones Rosa26"'""* cD19-Cre""* y ratones control
Rosa26"'®"* CD19-Cre"’". (A) Las placas de Peyer de los ratones Rosa26™™* CD19-Cre"’* son mas
pequefias. Se contdé el numero de placas de Peyer por ratén (grafica de la izquierda), t test p
(Rosa26™™* cD19-Cre"* vs Rosa26™"*"* CD19-Cre"’*)= 0.02. Se disgregaron y se conté el nimero total
de células de placas de Peyer en cada raton (grafica del medio), t test p (Rosa26™™* CD19-Cre"’* vs
Rosa26"P*"* CD19-Creki/+)= 2x10. Se estimé el numero de células en cada placa de Peyer (grafica de la
derecha) mediante la relacion entre el nimero total de células y el numero de placas por ratén. n= 8-9. (B)
No se aprecian diferencias en el nimero de células B de centro germinal de ratones Rosa26"™"* CD19-
Cre*. Se midio el porcentaje de células Fas® dentro de la poblacién B (CD19") por citometria de flujo. n=
7. (C) Ligeramente incrementadas las células IgA* en placas de Peyer de ratones Rosa26™"* CD19-
cre”. Se midio el porcentaje de células IgA* dentro de los linfocitos B (CD19") por citometria de flujo. n=
14-15; t test p (Rosa26"™"* CD19-Cre"’* vs Rosa26™"** CD19-Cre"’*)= 0.06. (A-C) Las diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) se indican con un asterisco (*). Se usé el test t de Student de

doble cola de datos desapareados.

111



RESULTADOS

Estos resultados demuestran que los ratones Rosa26"™* CD19-Cre"’* tienen niveles
aumentados de AID en linfocitos B naive in vivo, y de centro germinal in vivo e in vitro.

Ademas, el numero y el tamafio de las placas de Peyer esta disminuido en ratones
Rosa26*®"* CD19-Cre"",

Reacciones de CSR y SHM en linfocitos B Rosa26”'™"* CD19-Cre*"*

Para evaluar el efecto de poseer una copia extra de AlID en la eficiencia de la reaccion
de CSR, se monitorizo la expresion de 1gG1 e 1gG3 tras estimulacion in vitro de
linfocitos B de bazo de ratones Rosa26™'™* CD19-Cre"’* y Rosa26*"** CD19-Cre"".
El analisis por citometria de flujo dos dias después de la estimulacion demuestra que
los linfocitos B Rosa26"°* CD19-Cre"* tienen aumentada su capacidad para la
reaccion de CSR a IgG1 (Figura R-17A), lo que correlaciona con el aumento
observado en los niveles de ARNm de AID en células B activadas Rosa26"'™* CD19-
Cre"* (Figura R-15A). El aumento en la eficiencia del CSR en linfocitos Rosa26”P<*

CD19-Cre"*, comparada con Rosa26*"** CD19-Cre"’*, se puede observar a lo largo
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Figura R-17. CSR aumentado en ratones Rosa26"""""* CD19-Cre""". Se aislaron y estimularon linfocitos
B de bazo de ratones Rosa26"™* cD19-Cre"’" y Rosa26"'"""* CD19-Cre"’* con LPS e IL4, o solo con
LPS. Se midi6 CSR por citometria de flujo, a IgG1 e IgG3 respectivamente. (A) Se muestran imagenes
representativas de expresion de IgG1 frente al tamarfio celular (FSC, del inglés, Forward SCatter) a los
dos dias. Se indica el porcentaje de células IgG1*. (B) Analisis de CSR a IgG1 e IgG3. Se analiz6 CSR a
IgG1 e IgG3 a los tiempos indicados tras estimulacién con LPS e IL4 o solo con LPS, respectivamente.
Se indican los porcentajes de células IgG1" e IgG3" medidos por citometria. Se muestran las medias y
sus desviaciones estandar; n (IgG1)=11, de 5 experimentos independiente; n (IgG3) = 5, de 2
experimentos independientes. t test p (Rosa26"™* CD19-Cre"’* vs Rosa26™'"*"* CD19-Cre"*) para 1gG1:
48h, 6x10°%; 72h, 0.03; y t test p (Rosa26™™"* CD19-Cre"’* vs Rosa26™"*"* CD19-Cre’*) para IgG3: 48h,
0.3; 72h, 0.2. Las diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) se indican con un asterisco (*). Se
uso el test t de Student de doble cola de datos desapareados.
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de la duracién del cultivo (Figura R-17B), tanto para el isotipo 1gG1 (estimulacion con
LPS e IL4, gréfica de la izquierda) como para el IgG3 (estimulacién con LPS, grafica

de la derecha).

Para estudiar si el efecto de introducir una copia extra de AID en linfocitos B es
también evidente en su actividad en la reaccion de SHM se analiz6 la acumulacion de
mutaciones in vivo en células B de placas de Peyer. Para analizar la reaccion de SHM,
se aislaron mediante citometria de flujo preparativa células de centro germinal Fas”
GFP* de placas de Peyer Rosa26""™* CD19-Cre"* y Fas' de los controles,
Rosa26""** CD19-Cre"*. Se amplifico, clond y secuencio la region intrénica 3™ del gen
JH4. Tras analizar unos 30 clones por genotipo, nuestros resultados indican que las
células B de ratones Rosa26*™"* CD19-Cre"* presentan una mayor frecuencia de
mutaciones que las de ratones Rosa26™"** CD19-Cre"’* (2.17x10° vs 1.33x107%)

(Figura R-18).

RZGAID+.'+ R2 SnIDkih
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Figura R-18. SHM aumentada en ratones Rosa26™""""* CD19-Cre"". La frecuencia de mutaciones en la
region intronica 3° de JH4 esta aumentada en células B de centro germinal de ratones Rosa26™?"*
CD19-Cre"*. Se cuantifico la frecuencia de mutaciones en la region intrénica 3'de JH4 en linfocitos B
Fas'GFP" aislados de placas de Peyer de ratones Rosa26"™* CD19-Cre"’* y Fas" de Rosa26""*"*
CD19-Cre"’*. Se aislaron células de un grupo de 3 animales por genotipo. t test p (RosaZESA'DkV+ CD19-
Cre"" vs Rosa26"'°""" CD19-Cre")= 0.129. El area de los sectores de las graficas es proporcional al
numero de secuencias JH4 que contienen el nimero de mutaciones indicado en los laterales. En el
centro se indica el numero total de secuencias independientes analizadas, mientras que la frecuencia
total de mutaciones se muestra en la parte inferior de cada grafica. Para el andlisis estadistico se uso el
test t de Student de doble cola de datos desapareados.

Estos datos demuestran que los linfocitos B primarios de ratones Rosa26*?"* CD19-
Cre""* tienen aumentada la eficiencia del CSR y de SHM o, en otras palabras, que la

copia extra de AID que poseen estos ratones es funcional.
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Translocaciones c-myc/IgH en linfocitos B Rosa26™™"* CD19-Cre""*

La frecuencia de translocaciones c-myc/IgH se relaciona directamente con los niveles
de AID (Figura R-6B y R-7C). Para determinar si la presencia de una copia extra de
AID se traduce en un incremento de translocaciones aberrantes entre IgH y un proto-
oncogén, se analiz6 la generacién de translocaciones c-myc/IgH en linfocitos B
primarios de bazo de ratones Rosa26"™* CD19-Cre"”* y Rosa26"®*"* CD19-Cre"*
cultivados in vitro durante tres dias con LPS e IL4. Se aislaron linfocitos B de seis
ratones distintos (tres ratones por genotipo), y se analizd6 la presencia de
translocaciones c-myc/lgHu por PCR anidada (Figura R-5) en 20 millones de células
(10 millones por genotipo). En la figura se muestran geles de agarosa representativos
de translocaciones c-myc/IgH verificadas mediante southern blot (Figura R-19A). Los
resultados indican que la frecuencia de translocaciones c-myc/IgHu es mayor en
células B activadas de ratones Rosa26"?"* CD19-Cre"* (0.23x107°), comparado con
los controles Rosa26*'** CD19-Cre""* (0.07x10°) (Figura R-19B).
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Figura R-19. La frecuencia de translocaciones cromosémicas c-myc/IgH esta aumentada en linfocitos B
Rosa26"™" cD19-Cre"" activados. (A) Translocaciones c-myc/IgHu detectadas en linfocitos B de
ratones Rosa26™"™* CD19-Cre"* (gel inferior) y Rosa26™"*"* CD19-Cre"* (gel superior). Se estimularon
células B in vitro en presencia de LPS e IL4 durante tres dias. Para la amplificacién se usaron las
condiciones descritas en materiales y métodos y los oligonucleétidos representados en la figura R-5. Se
muestran productos de amplificacion representativos en geles tefiidos con bromuro de etidio. La
especificidad de los productos de amplificacion se determiné por southern blot mediante hibridacién con
una sonda para c-myc. (B) Frecuencia de translocaciones c-myc/IgHp en linfocitos B Rosa26”'™"* CD19-
Cre"”" y Rosa26™'""" CD19-Cre"’. Las barras representan la frecuencia de translocaciones/nimero de
células. n=3; Fisher test p (Rosa26™* CD19-Cre"’" vs Rosa26™"*""* CD19-Cre"’*)= 3x10®. La diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05) se indica con un asterisco (*).

Por tanto, la sobre-expresion controlada de una copia extra de AID incrementa la
frecuencia de translocaciones c-myc/IgH en linfocitos B activados alrededor de tres

veces.
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Anélisis de mutaciones en la regién Sp de linfocitos B naive Rosa26*"™"* CD19-

Crekl/+

En condiciones fisiologicas, AID se expresa a niveles altos en células B activadas, en
las que tienen lugar las reacciones de SHM y CSR, mientras que los linfocitos B naive
presentan solo trazas de expresion de AID (dato no mostrado). Sin embargo, las
células B naive de animales Rosa26™™* CD19-Cre’* expresan niveles de AID
comparables a los de una célula B activada (Figura R-15A), lo que nos da la
oportunidad de evaluar la actividad de esta enzima en un contexto celular en el que
normalmente no se expresa. Para evaluar si AID es activa en células B naive de
ratones Rosa26"®™* CD19-Cre"*, se analizd la acumulacion de mutaciones en la
region de switch Su. Como ya se ha mencionado, AID introduce mutaciones en la
region Su durante la reaccion de CSR. A diferencia del resto de las regiones de switch,
que se transcriben en respuesta a estimulos especificos de CSR, la regién de switch
Su se encuentra transcripcionalmente activa en células B naive (Reina-San-Martin y
col., 2003). Para analizar la actividad mutagénica de AID en Su de linfocitos B naive,
se aislaron linfocitos B de bazo de ratones Rosa26"™* CD19-Cre"* y control
Rosa26"®** CD19-Cre“"* (cuatro animales de cada genotipo), se amplificé Sp
mediante PCR usando una enzima de alta fidelidad, y los productos se clonaron y
secuenciaron. El analisis de las secuencias de unos 75 clones por genotipo revelé una
frecuencia de mutaciones inferior a 10* para ambos genotipos (Figura R-20), muy

-

préxima al fondo de mutaciones observado en animales AID™ (Reina-San-Martin y

col., 2003), y que debe adscribirse a errores de fidelidad de la reaccién de PCR.

RZGAIDHi- R2 6AIDkI.‘+
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Frecuencia 4.76x10° 2.32x10°%

Figura R-20. Ausencia de mutaciones en Sp en linfocitos B naive Rosa26™* CD19-Cre"”*. Se cuantificé
la frecuencia de mutacion en Sp en células B naive de bazo de ratones Rosa26™™* CD19-Cre"" y de
sus respectivos controles, Rosa26™""* CD19-Cre"*. n=4. El area de los sectores de las graficas es
proporcional al niumero de secuencias de Sp que contienen el nimero de mutaciones indicado en los
laterales. En el centro se indica el numero total de secuencias independientes analizadas, mientras que la
frecuencia total de mutaciones se muestra en la parte inferior de cada grafica. Para el analisis estadistico
se uso el test t de Student de doble cola de datos desapareados.
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Estos resultados indican que la regién Su de células B naive Rosa26™"* CD19-Cre"/*
no acumula mutaciones, y por tanto que la expresion de AID en estas células, aunque
equivale a la observada en células B activadas, no es suficiente para que se produzca

su actividad.

Andélisis del potencial linfomagénico de AID en ratones Rosa26™°"* CD19-Cre""*

Para determinar si la sobre-expresion de AID en el modelo Rosa26*™* CD19-Cre"’*

tiene potencial linfomagénico, se generé una cohorte de unos cincuenta animales
Rosa26"™* CD19-Cre"* y unos cincuenta animales Rosa26*"** CD19-Cre"’* control
y se mantuvieron en condiciones libres de patégenos (Tabla VII). Estos animales se
han observado durante un periodo de once meses y hasta el momento no presentan
sintomas de desarrollo de linfomas (dato no mostrado). Asimismo, se generaron
animales Rosa26"™* CD19-Cre"* Ink4a/Arf”" y Rosa26*"""* CD19-Cre"’* p53” para
evaluar si estos genes supresores de tumores proveen un mecanismo supresor de la
linfomagénesis de este modelo (Tabla VII). También, para evaluar si la tumorigénesis
es dependiente de la activacion de las células B, se inmunizaron estos animales con
antigenos T dependientes (Tabla VII). Estos experimentos todavia no han finalizado,
pero en un futuro proximo esperamos que nos permitan concluir si el aumento de los
niveles de expresion de AID en ratones Rosa26*'™* CD19-Cre!’* contribuye a la

formacion de linfomas.

Tabla VIl Envejecimiento de ratones Rosa26™”" CD19-Cre"”*. Cohortes de ratones generados para
estudio de desarrollo de tumores: (A) Rosa26™™* CD19-Cre"’* y sus controles Rosa26™™* CD19-Cre""*
(fondo mixto); (B) Rosa26"""* cD19-Cre* y sus controles en ausencia de genes supresores de tumores.
Hay 2 grupos, uno con un fondo Ink4a/Arf"” y otro con un fondo p53"'; ©) Rosa26™™"* cD19-Cre""* y sus
controles inmunizados con NP-CGG a una edad comprendida entre las 9 y las 14 semanas. Se indica, en
todos los casos, el niumero de animales en cada grupo, asi como la fecha de nacimiento del mayor y del
mas joven.

R26"* CD19-Cre""* R26"°"* cD19-Cre"*

ndmero nacimiento ndmero nacimiento
Fondo mixto® 49 27.02 a 16.04.2010 44 21.0215.04.2010
Genes supresores de
tumores®
Fondo Inkda/Arf" 66 1.07 a 14.12.2010 62 9.07 a 14.12.2010
Fondo p53"' 14 30.09 a 13.12.2010 22 30.09 a 3.12.2010
Inmunizacion (‘S'C? 9-14 10 27.04 a 4.05.2010 10 22.04 a 4.05. 2010
semanas)
14 12.07 a 25.07.2010 10 8.07 a 2.08.2010
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En resumen, los animales Rosa26""°* CD19-Cre"/*

sobre-expresan AID en los ultimos
estadios de la diferenciacién B. Concretamente es mayoritaria a partir del estadio de
linfocito B naive y estable a partir de ese momento. El incremento de la expresion de
AID tiene consecuencias funcionales en células B activadas, tanto para la
diversificacion secundaria de anticuerpos (SHM y CSR) como en la introduccién de
lesiones linfomagénicas (translocaciones c-myc/IgH). Sin embargo, la sobre-expresion
de AID en células B naive Rosa26"®* CD19-Cre"*, en las que en condiciones

fisioldgicas sus niveles son residuales, no es suficiente para que actie (ver discusion).

Generacidn y anélisis funcional de animales Rosa26*™"* MB1-Cre""*

K" mediante el cruce

En segundo lugar, se generaron animales Rosa26"'™* MB1-Cre
de ratones Rosa26"®™* con MB1-Cre"’*, lo que permite sobre-expresar AID desde
estadios tempranos de la diferenciacién B. Esta parte del trabajo se ha realizado en
colaboracién con la Dra. M2 Pilar Delgado (Grupo de Hipermutacion de ADN y Cancer,
CNIO, Madrid). Los ratones Rosa26*™*, como se indicd previamente, contienen una
copia extra de AID en el locus de Rosa26, precedida por dos sitios loxP, que flanquean

al stop transcripcional. Los animales MB1-Cre"*

expresan la recombinasa Cre bajo el
promotor del gen que codifica para MB1, cuya expresion es especifica del linaje B, ya
que codifica para una subunidad del BCR (revisado en Rajewsky, 1996; revisado en
Manis y col., 2002). La expresion de MB1 se inicia en el estadio proB (Hobeika y col.,
2006). Esta descrito que los ratones MB1-Cre median una recombinacién altamente

eficiente desde estadios muy tempranos de la diferenciacién B (Hobeika y col., 2006).

Para verificar la delecion mediada por MB1-Cre en los animales Rosa26"°* MB1-
Cre"’* se analizé la expresion de GFP en distintos estadios de la diferenciacién B.
Como se indicé anteriormente, el desarrollo de los linfocitos B en médula 6sea se
puede caracterizar mediante analisis fenotipicos de los marcadores B220, CD19, IgM
e IgD. Se extrajeron médula ésea y bazo de animales Rosa26"™* MB1-Cre" y
controles Rosa26”®"* MB1-Cre"*, se marcaron las suspensiones celulares con
anticuerpos especificos para las moléculas B220, CD19, IgM e IgD y se analizo el
porcentaje de células GFP* en cada poblacion. Observamos que la expresion de GFP
mediada por MB1-Cre se inicia en células pre-proB, y es practicamente completa en
linfocitos pro/preB (Figura R-21). El analisis por citometria de flujo de otros 6rganos
demostré que la expresion de GFP es especifica de linfocitos B (dato no mostrado).
Estos datos indican que el modelo Rosa26"®™* MB1-Cre"* permite adelantar la

activaciéon del locus Rosa26, y por tanto la expresion de AID, a estadios mas
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tempranos de la diferenciacion B, incluyendo la expresién eficiente en células

pro/preB.

Médula Osea Bazo
| 1 I

pre-proB pro/preB Inmaduras Recirculantes Naive

\ LA N | |

Fondo ] | . | | |||
MB1-Cre* | \ 6.4% 99.7% | | J%&f/% 3% | A 9%
_}: _‘/\—- L J}_ _‘— A _‘. B Bart sl ., _‘, m 3 ¢ " 4

GFP

—— R2BAD** MB1-Cre*+
— R26AIDH"» MB1 _Cr i+

Figura R-21. Expresién de GFP durante la diferenciacion B en ratones Rosa26"'”™* MB1-Cre**. Se
extrajeron médula ésea y bazo de ratones Rosa26"'™"* MB1-Cre"* y de sus respectivos controles,
Rosa26""""" MB1-Cre"*. Se disgregaron y lisaron glébulos rojos. Se midi6 GFP en células pre-proB
(B220°CD19", médula 6sea), pro/preB (B220"CD19'IgM’, médula 6sea), inmaduras (B220°CD19*IgM",
médula 6sea), recirculantes (B220°CD19'IgM™IgD*, médula ¢sea) y naive (B220%, bazo) mediante
citometria de flujo. Se muestran imagenes representativas de los niveles de GFP de cada una de las
poblaciones citadas. Se indica el porcentaje de células GFP positivas. En azul oscuro se representan los
ratones que sobre-expresan AID (Rosa26"'™* MB1-Cre"’*) y en azul claro los controles (Rosa26"'°*"*
MB1-Cre*). n= 4.

Para analizar las posibles alteraciones en la diferenciacion B asociadas a la presencia
de una copia extra de AID, se estudiaron las poblaciones de linfocitos B en médula
6sea de ratones de ambos genotipos. Al igual que en el modelo Rosa26™™* CD19-
Cre"’*, no observamos diferencias significativas en los porcentajes de células pre-proB
(B220°CD19°), pro/preB (B220°CD19'IgM’), inmaduras (B220"CD19%IgM*IgD’) y
recirculantes (B220*CD19*IgM*IgD*) en médula 6sea de los ratones Rosa26*'™* MB1-
Cre""* comparada con los controles Rosa26*'°** MB1-Cre"* (Figura R-22).

Para determinar si la introduccion de una copia extra de AID en ratones Rosa26”™</*
MB1-Cre""* da lugar a un incremento en los niveles de expresion de AID, se analizé la
expresion de AID mediante qRT-PCR en células B naive y en células B activadas
durante tres dias con LPS e IL4. Los resultados indican que los niveles de ARNm de
AID estan incrementados unas 10 veces en linfocitos B naive y alrededor de 1.5 veces
en linfocitos B activados Rosa26*™* MB1-Cre"*, comparado con los controles
Rosa26""** MB1-Cre""* (Figura R-23).
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RZGAIENH R26AIDkH+
MB1-Cre*i* MB1-Cre**

CD19

Figura R-22. Diferenciacién B normal en médula 6sea de ratones Rosa26™™'* MB1-Cre"". Analisis de
las poblaciones de linfocitos B de médula 6sea de animales Rosa26""* MB1-Cre* (paneles derecha) y
Rosa26™'"""" MB1-Cre* (paneles izquierda). Se extrajeron células de médula dsea, marcaron con los
anticuerpos indicados y analizaron por citometria de flujo. En la figura se incluyen imagenes
representativas de las células pre-proB (B220°CD19") (paneles superiores), pro/preB (B220"CD19IgM")
(paneles intermedios), inmaduras (B220°CD19°IgM’IgD’) (paneles inferiores) y recirculantes
(B220"CD19'IgM™"IgD") (paneles inferiores). Se indica el porcentaje de células de cada poblacion. n=4.
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Figura R-23. Expresion aumentada de AID en linfocitos B Rosa26™"""* MB1-Cre"”. Los niveles de AID
estan aumentados en linfocitos B naive y activados de bazo de ratones Rosa26™”* MB1-Cre"’*. Se
aislaron linfocitos B de bazo de ratones Rosa26™"* MB1-Cre"’* y Rosa26™"*"* MB1-Cre"’* y estimularon
durante tres dias en presencia de LPS e IL4. Se aisl6 ARN y analizo6 la expresion de AID mediante qRT-
PCR. Se muestran las medias y sus desviaciones estandar. Células naive: n= 2; t test p (Rosa26A'DkV+
MB1-Cre"" vs Rosa26”""* MB1-Cre"’*)= 0.03. Células activadas: n= 2, t test p (Rosa26™"* MB1-Cre"*
vs Rosa26™""* MB1-Cre"’*)= 0.08. Las barras representan la expresion de ARNm de AID relativa a la de
linfocitos B control Rosa26™'"*"* MB1-Cre"* activados durante tres dias con LPS e IL4, ajustada a 1. Las
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) se indican con un asterisco (*). Se uso el test t de
Student de doble cola de datos desapareados.
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Para comprobar si la sobre-expresion de AID es funcional en animales Rosa26*™</*
MB1-Cre"*, se estudio si existe una mayor eficiencia de la reaccién de CSR. Para ello,
se monitorizé la expresion de IgG1 tras estimulacion in vitro de linfocitos B de bazo de
ratones Rosa26*"* MB1-Cre"* y Rosa26"*"* MB1-Cre""*. El analisis por citometria
de flujo dos dias tras la estimulacion con LPS e IL4, demuestra que los linfocitos B
Rosa26"™* MB1-Cre"* tienen aumentada su capacidad para la reaccién de CSR a
lgG1 (Figura R-24A). Observamos el aumento en la eficiencia del CSR en linfocitos
Rosa26""™* MB1-Cre""*, comparada con la de los Rosa26""** MB1-Cre""*, a lo largo
de la duracion del cultivo (Figura R-24B). El incremento en CSR es paralelo al
aumento observado en los niveles de ARNm de AID en células B activadas
Rosa26"™* MB1-Cre"* (Figura R-23). Estos resultados indican que la sobre-

expresion de AID en animales Rosa26"'™* MB1-Cre"* es funcional.

R26AID+!+ R26AIDKU+
MB1-Cre** MB1-Cre"*
| g 1.7) [ 3.4

-

% células IgG1*
o N B OO 0O M

d2 d3

= R26*%"* MB1-Cre""*
== R26*%"* MB1-Cret"

Figura R-24. CSR aumentado en ratones Rosa26™”" MB1-Cre"". Se aislaron y estimularon linfocitos B
de bazo de ratones Rosa26™'™* MB1-Cre"’* y Rosa26™'"*"* MB1-Cre"’* con LPS e IL4. Se midi6 CSR a
IgG1 por citometria de flujo. (A) Se muestran imagenes representativas de expresion de IgG1 frente al
tamafio celular (FSC) a los dos dias. Se indica el porcentaje de células IgG1*. (B) Analisis de CSR a IgG1.
Se analizé6 CSR a los tiempos indicados tras estimulacion con LPS e IL4. Se indican los porcentajes de
células IgG1* medidos por citometria. Se muestran las medias y sus desviaciones estandar; n=2. t test p
(Rosa26"™"* MB1-Cre"’* vs Rosa26"'""* MB1-Cre’*) para IgG1: 48h, 0.01; 72h, 0.04. Las diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) se indican con un asterisco (*). Se us6 el test t de Student de
doble cola de datos desapareados.
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De estos resultados concluimos que la activaciéon del locus Rosa26AIlD en los ratones
Rosa26"™* MB1-Cre"’* es completa en estadios tempranos de la diferenciacién B y
ésta es compatible con un desarrollo normal en médula 6sea. Esta activacién da lugar
a un incremento en los niveles de AID y de la funciéon en CSR en células B maduras
equivalente a los observados en animales Rosa26*™"* CD19-Cre"* (Figura R-15A y
R-17B).

Anélisis de mutaciones en la region Su de linfocitos B naive Rosa26”™"* MB1-

Creki/+

Los resultados anteriores demuestran que el modelo Rosa26*™* MB1-Cre""* permite
la sobre-expresion temprana de AID y un incremento funcional de la enzima en células

K" las células B

B activadas. Como en el caso de los animales Rosa26*™* CD19-Cre
naive de los ratones Rosa26”"™* MB1-Cre"’* tienen niveles de expresién de AID muy
superiores a los niveles fisioldgicos en este estadio de diferenciacion, y similares a los
encontrados en células B activadas de ratones control. Para abordar la funcionalidad
de AID en este contexto celular, se analizé la acumulacion de mutaciones en Spu en
células B naive de bazo de animales Rosa26"™* MB1-Cre’* y Rosa26""** MB1-
Cre"”*. Para ello, se amplificé un fragmento de Su de dos animales de cada genotipo
con una enzima de alta fidelidad, se clon6 y se secuenciaron mas de 50 clones de
cada genotipo. Observamos una frecuencia de mutaciones 3 veces incrementada en
los ratones Rosa26*"* MB1-Cre"’* (1.98x10™*), comparada con la de los ratones
control Rosa26*P** MB1-Cre"* (6.38x10°), en los que las mutaciones observadas

presumiblemente se deban a errores de fidelidad de la reaccién de PCR (Figura R-25).

RZGAIDHi- R2 6AIDkI.‘+
MB11-Cre"“* MB1ECre"”*

\ A
@ @ Linfocitos

B naive
Frecuencia 6.38x10%° 1.98x10*

Figura R-25. Presencia de mutaciones en Sy en linfocitos B naive Rosa26"”" MB1-Cre”. Se cuantificd
la frecuencia de mutacion en Sp en células B naive de bazo de ratones Rosa26™™* MB1-Cre"’* y de sus
respectivos controles, Rosa26™""* MB1-Cre"’*. n=2; t test p (Rosa26™™* MB1-Cre"’* vs Rosa26""*"*
MB1-Crek"+)=O.223. El area de los sectores de las gréficas es proporcional al numero de secuencias de
Su que contienen el numero de mutaciones indicado en los laterales. En el centro se indica el numero
total de secuencias independientes analizadas, mientras que la frecuencia total de mutaciones se muestra
en la parte inferior de cada grafica. Para el andlisis estadistico se uso6 el test t de Student de doble cola de
datos desapareados.
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Efecto de la proliferacién en células B naive Rosa26AID*"* CD19Cre*"*

El resultado anterior indica una diferencia en la frecuencia de mutaciones acumuladas
en la region Su de células B naive de ratones Rosa26"™* CD19-Cre"* y Rosa26"P**
MB1-Cre"’*. Ambos modelos presentan niveles equivalentes de expresion de AID en
este compartimento y en estadios mas maduros, sin embargo el inicio de la expresion
del locus Rosa26 es muy anterior en ratones Rosa26"™* MB1-Cre"”*, en donde la
totalidad de células preB presentan niveles altos de expresion de GFP. Por ello
razonamos que posiblemente las mutaciones observadas en células naive
Rosa26"™* MB1-Cre"”* pueden haberse introducido en estadios anteriores de la
diferenciacion en médula 6sea, en particular en la ventana temporal en la que la
expresion de GFP se observa preferencialmente en este ultimo modelo. Esta hipotesis
se esta testando mediante secuenciacién de Su en poblaciones de médula ésea. Las
células preB, a diferencia de las células B inmaduras o las células naive, tienen una
altisima tasa proliferativa. Nos preguntamos si la actividad de AID esta vinculada a la
proliferacion celular, lo que explicaria que su expresién en células naive quiescentes
no sea suficiente para promover la acumulaciéon de mutaciones, pero si en células

preB.

Para comprobar esta hipotesis, buscamos unas condiciones de estimulacion en las

que las células B naive Rosa26"™"* CD19-Cre""*

proliferen en ausencia de otros
fenomenos asociados con el CSR, tales como la induccién de AID y la transcripcion de
Sy1 en linea germinal, y en esa situacion analizar cual es la frecuencia de mutaciones
en Su. Recientemente se ha observado que el estimulo con anti-CD40 permite inducir
proliferacion de forma independiente a la reaccion de CSR (Hasham y col., 2010),
aunque esta estimulacidn no se ha caracterizado en detalle. En primer lugar se
analizaron los efectos de este protocolo de estimulacién en linfocitos B de cuatro
ratones Rosa26™'™* CD19-Cre"’* y cuatro controles, Rosa26*'°*"* CD19-Cre**, en dos
experimentos independientes, que se marcaron con PKH26 y se estimularon in vitro
con anti-CD40. El PKH26 es un colorante fluorescente vital de membrana, de modo
que cuando la célula se divide se distribuye homogéneamente en la progenie, por lo
que medimos proliferacion por dilucion de PKH26. Observamos por citometria que las
células B estimuladas con anti-CD40 proliferan, aunque de forma mas lenta que las
células estimuladas con anti-CD40 e IL4 (Figura R-26A) —incluidas como control-. No

observamos diferencias significativas entre las células Rosa26*™* CD19-Cre"/*

y las
Rosa26™"*""* CD19-Cre""" en proliferacién (Figura R-26A). A diferencia del estimulo con

anti-CD40 e IL4, el tratamiento con anti-CD40 no induce CSR a IgG1 (Figura R-26B),
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Figura R-26. La proliferacion de linfocitos B Rosa26™™* CD19-Cre"’* induce mutaciones en Sp. Se
aislaron, marcaron con PKH26 y estimularon linfocitos B de bazo de ratones Rosa26"'™"* cD19-Cre""* y
Rosa26"'"*"" CD19-Cre"* con anti-CD40 y con anti-CD40 e IL4. (A) Proliferacion tras estimulacion con
anti-CD40. La divisiéon celular se mide por dilucion de PKH26 usando citometria de flujo. Los histogramas
muestran perfiles representativos de PKH26 a dia 1 y dia 5 de estimulacion (linea azul oscuro, anti-CD40
e IL4 dia 5, linea azul claro, anti-CD40 dia 5, linea discontinua negra, anti-CD40 dia 1). (B) Ausencia de
CSR en linfocitos B proliferativos estimulados con anti-CD40. Se midié6 CSR a IgG1 mediante citometria
de flujo a los tiempos indicados (eje X) tras estimulacion con anti-CD40 solo o con anti-CD40 e IL4. (C)
Expresion de AID tras estimulacion con anti-CD40. Se aislé ARN y analizé la expresion de AID mediante
gRT-PCR en los linfocitos B estimulados durante cinco dias con anti-CD40 solo. Se muestra la media y su
desviacion estandar. Las barras representan la expresién de ARNm de AID relativa a la de los linfocitos B
activados durante tres dias con LPS e IL4, ajustada a 1. (D) Ausencia de transcritos y1 tras estimulacion
con anti-CD40. Se aislo ARN y analizé la expresiéon de transcritos de linea germinal y1 mediante qRT-
PCR en los linfocitos B estimulados durante cinco dias con anti-CD40 solo y anti-CD40 e IL4. Se
muestran las medias y sus desviaciones estandar. (E) Presencia de mutaciones en Su en linfocitos B
Rosa26"™* cD19-Cre"’* en condiciones de proliferacién. Se cuantifico la frecuencia de mutacion en Sp
en linfocitos B tras cinco dias de activacion con anti-CD40. n=4, de 2 experimentos independientes; t test
p (Rosa26™™* MB1-Cre"* vs Rosa26™"""* MB1-Cre"*)=0.04. El area de los sectores de las graficas es
proporcional al numero de secuencias de Sp que contienen el niumero de mutaciones indicado en los
laterales. En el centro se indica el numero total de secuencias independientes analizadas, mientras que la
frecuencia total de mutaciones se muestra en la parte inferior de cada grafica. Para el andlisis estadistico
se uso el test t de Student de doble cola de datos desapareados.

ni a ningun otro isotipo (dato no mostrado). Este comportamiento proliferativo y de

ausencia de CSR fue estable a lo largo de la duracion del cultivo con anti-CD40 en
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ambos genotipos. Tras cinco dias de estimulacion con anti-CD40 se analizé la
expresion de AID mediante gqRT-PCR y observamos que este estimulo no induce
expresion significativa de AID en células de ratones control Rosa26™'®** CD19-Cre**.
Por el contrario, las células Rosa26"™* CD19-Cre""* presentan niveles de AID
equivalentes a los observados en células naive, como consecuencia de la activacion
del locus Rosa26 (Figura R-26C). Finalmente, se analizdé la transcripcion en linea
germinal de Sy1, la cual es imprescindible para que tenga lugar el CSR a IgG1. No se
detectan niveles significativos de transcritos y1 en los linfocitos Rosa26™°** CD19-
Cre"* 0 Rosa26"'™* CD19-Cre"* activados con anti-CD40 (Figura R-26D), mientras
que el estimulo con anti-CD40 e IL4 —incluido como control positivo- induce niveles
altos de transcritos y1. Esta caracterizacion indica que la estimulacion con anti-CD40
permite inducir la proliferacion de células B naive sin promover CSR, y que
presumiblemente la ausencia de CSR se debe a que anti-CD40 no estimula la
expresion de AID ni la transcripcidon en linea germinal de Sy1. Por tanto, disponemos
de un sistema in vitro apropiado para estudiar si las mutaciones detectadas en
linfocitos B naive Rosa26"™* MB1-Cre"’* pueden estar asociadas a la proliferacion de
las células que contienen AID. Se analizé la frecuencia de mutaciones en la regién 5°
Sp de las células B Rosa26™?"* CD19-Cre’* que habian sido estimuladas con anti-
CD40 durante cinco dias. Tras posterior PCR, clonaje y secuenciacion de mas de 110
clones por genotipo, observamos que la induccion de proliferacion en linfocitos B naive
Rosa26*?"* CD19-Cre"’* conlleva un incremento de 3 veces en la frecuencia de
mutaciones en Sp comparado con los controles Rosa26™?*"* CD19-Cre"* (1.61x10™
vs 4.77x107°) (Figura R-26E), siendo la frecuencia de SHM comparable a la observada

in vivo en ratones Rosa26"'™"* MB1-Cre"* (Figura R-25).

Por tanto, este resultado indica que la proliferacion celular puede ser un requerimiento

determinante para permitir la actividad de AID y la acumulacion de mutaciones.

Andélisis del potencial linfomagénico de AID en ratones Rosa26"°"* MB1-Cre""*

De forma paralela a los estudios linfomagénicos iniciados con animales Rosa26""™</*
CD19-Cre’*, se estan generando cohortes de animales Rosa26"™* MB1-Cre""
incluyendo cruces con lineas deficientes en genes supresores de tumores (p53 e
Ink4a/Arf). Ademas, los resultados que vinculan la actividad de AID con proliferacién
celular nos han llevado a abordar el potencial linfomagénico de estos animales en un
contexto proliferativo in vivo, a través de la inmunizacion de los animales de este

modelo con antigenos T dependientes. Esperamos que esta combinacion de
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abordajes nos permita determinar el papel pro-linfomagénico de AID en distintos

contextos celulares.

En resumen, los animales Rosa26"™* MB1-Cre"’* sobre-expresan AID en estadios
tempranos de la diferenciacion B en médula ésea. Al igual que en el modelo
Rosa26"P™"* CD19-Cre"”*, el incremento de la expresion de AID tiene consecuencias
funcionales en linfocitos B activados. En este caso, y a diferencia de lo que ocurre en
el modelo Rosa26”'™* CD19-Cre"*, las células B naive Rosa26""* MB1-Cre""*
contienen mutaciones en la region transcripcionalmente activa Su. De estos resultados
se deduce que probablemente dichas mutaciones provengan de un estadio previo de
la diferenciacion B en la médula ésea. La induccion de mutaciones en Su en células B
Rosa26"™"* CD19-Cre"’* en condiciones proliferativas in vitro, nos hace pensar que la
actividad de AID dependiente de contexto celular esta asociada a proliferacion celular

(ver discusién).
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La discusion razonada es el alma de la ciencia.

Carl Sagan



DISCUSION

AID inicia las reacciones de SHM y CSR a través de la desaminacion de citosinas de
los loci de inmunoglobulinas (Muramatsu y col., 2000; Revy y col., 2000; Okazaki y
col.,, 2002; Yoshikawa y col., 2002). El papel fundamental de esta enzima en la
respuesta inmune queda reflejado en que la ausencia de AID da lugar a un sindrome
de inmunodeficiencia en humanos (Revy y col., 2000). Sin embargo, AID también
puede generar lesiones no deseadas en el ADN, tales como translocaciones
cromosoémicas potencialmente linfomagénicas (Ramiro y col., 2004; Ramiro y col.,
2006a; Dorsett y col., 2007). Dada esta ambivalencia en la actividad de AID, deben
existir mecanismos reguladores que garanticen su funciéon en la diversificacion
secundaria de anticuerpos minimizando el riesgo de dafio en el genoma. En este

trabajo nos hemos centrado en el estudio de algunos de estos mecanismos.

Papel de la dosis génica de AID en la diversificacion
secundaria de anticuerpos Yy en la generacion de

translocaciones cromosomicas c-myc/IgH

Para estudiar si existe un papel regulatorio de la actividad de AID relacionado con la
dosis que contiene una célula hemos restringido la dosis de AID in vivo. Se generaron
ratones que contienen un unico alelo de AID, lo que se tradujo en una expresion
reducida a la mitad de los niveles de AID. Esta reduccion se debe a una disminucion
de los niveles totales de AID en cada célula, ya que la transcripcion de AID es bialélica
(Takizawa y col., 2008).

Los animales AID*" tienen limitada su eficiencia para efectuar in vitro la reaccién de
cambio de isotipo en un 50%, lo que estad de acuerdo con los datos publicados por
otros laboratorios en el mismo periodo de tiempo (McBride y col., 2008; Takizawa y
col., 2008). Este resultado indica que la eficiencia de la reaccion de CSR, responsable
de la diversidad funcional del repertorio de anticuerpos para eliminar patégenos, es
dosis dependiente de los niveles de AID. Ademas, este efecto de dosis dependencia
esta reforzado por la observacion de que la sobre-expresion de AID con un vector
retroviral da lugar a un incremento en la reaccion de CSR en las células que contienen
mas AID. Por otra parte, los animales AID*" tienen limitada in vitro e in vivo su
eficiencia para desarrollar la reaccion de hipermutacion somatica responsable de dotar
a los anticuerpos de una afinidad mejorada para reconocer al antigeno. Estos

resultados indican que las reacciones responsables de la diversificacién secundaria de
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anticuerpos estan limitadas por la dosis génica de AID, o dicho de otro modo, que AID
es haploinsuficiente para las reacciones de CSR y SHM, entendiéndose por
haploinsuficiencia la existencia de cambios fenotipicos asociados a una reduccion de
la dosis génica del 50%. Estos resultados indican que para el desarrollo de una
respuesta inmune secundaria eficiente las células B deben poseer su dosis génica

completa de AID.

El Sindrome de Hiper-inmunoglobulinemia tipo 2 (HIGM2) en humanos esta asociada
con mutaciones en el gen que codifica AID y es una enfermedad considerada
autosémica recesiva (Revy y col., 2000; Kasahara y col., 2003; Zhu y col., 2003;
Quartier y col., 2004). Se puede explicar esta aparente discrepancia entre los datos
sobre la haploinsuficiencia de AID observada en ratones y los datos en humanos por el
hecho de que los pacientes HIGM2 poseen un fenotipo clinico relativamente suave y
variable, presumiblemente por la contribucion de distintos factores genéticos vy
ambientales (Revy y col., 2000; Quartier y col., 2004; Imai y col., 2005). Entre los
primeros, es importante mencionar que se han identificado numerosas mutaciones
diferentes en el gen de AID de los pacientes HIGM2, de penetrancia muy variable en
las reacciones de CSR y SHM, siendo lo mas habitual que ambas estén alteradas y
que los niveles de IgM sean normales o incrementados y muy bajos o ausentes los de
IgG, IgA e IgE (Revy y col., 2000; Ta y col., 2003; Quartier y col., 2004; Imai y col.,
2005). Por otra parte el numero de pacientes HIGM2 bien caracterizados es muy
pequeno (revisado en Durandy y col., 2005), lo cual dificulta el establecimiento de las
relaciones entre genotipo y fenotipo. Por ello, cabria esperar que los individuos
heterocigotos no presenten manifestaciones clinicas, o que éstas sean muy poco

severas.

Los ratones transgénicos para la IL6 en presencia de AID desarrollan hiperplasia de
nddulos linfaticos y posteriormente plasmacitomas como resultado de la desregulacion
del gen c-myc por translocacion al locus de IgH. La deficiencia en AID en estos
ratones cursa con ausencia de translocaciones c-myc/IgH y retraso de la hiperplasia y
la mortalidad (Ramiro y col, 2004). Observamos que los ratones IL6Tg que poseen una
séla copia de AID (IL6TgAID*") tienen una frecuencia disminuida de este tipo de
lesiones en sus noédulos linfaticos hiperplasicos. Ademas, no detectamos ninguna
translocacion entre el proto-oncogen c-myc y la region mas distal del locus de IgH (c-
myc/lgHa). Aunque el numero de muestras analizadas no permite concluir que la
ausencia de este tipo de lesiones es absoluta, este resultado indica que las

translocaciones que implican a la regién de switch o (Sa) son infrecuentes cuando
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disminuye la cantidad de AID. Este dato se relaciona con la observacién de que la
frecuencia de mutaciones en Sa es mucho menor que en Su (Xue y col., 2006) y
podria indicar que, en presencia de una unica copia de AID, y dado que en general la
accesibilidad de AID a la region Sa es baja, las lesiones que originan una rotura en el
ADN de doble cadena (DSB) en esta region son muy raras, cayendo fuera de nuestro
limite de deteccion. Ademas, la generacion de translocaciones distales (c-myc/IgHa.)
esta asociada a los estadios mas avanzados de la patologia, siendo presumiblemente
su aparicion secundaria a la de las translocaciones proximales (c-myc/IgHu)
(Kovalchuk y col., 1997).

+/-

El analisis de translocaciones c-myc/IgH en linfocitos B AID™" estimulados in vitro, en

un fondo genético propenso al desarrollo de las translocaciones como es el p53*", nos
permitié afianzar el resultado observado in vivo con el modelo de ratones IL6TgAID*".
Ademas, el analisis in vitro permite analizar la frecuencia real de estas lesiones sin la
contribucién de los procesos selectivos presentes en el modelo in vivo. Nuestros datos
demuestran sin lugar a dudas que la reduccion en los niveles de AID da lugar a una
disminucién significativa de la frecuencia de las translocaciones c-myc/IgH. Esta
reduccion no esta acompafiada por modificaciones en la localizacién o naturaleza de
las fusiones entre los dos cromosomas, lo cual indica que la reduccion de la dosis de
AID afecta so6lo a la frecuencia del targeting, pero no a su especificidad. Por tanto,
estos resultados demuestran que la generacién de lesiones linfomagénicas se
encuentra limitada por la dosis génica de AID, es decir, que AID también es
haploinsuficiente para promover translocaciones cromosémicas c-myc/IgH in vivo e in

vitro.

Ademas, previamente se ha descrito que la frecuencia de translocaciones c-myc/IgH
aumenta exponencialmente con la sobre-expresion de AID en linfocitos B primarios.
Concretamente, un incremento de 10 veces en los niveles de proteina AID se
relaciona con un aumento del orden de 1000 veces en la frecuencia de estas
translocaciones (Ramiro y col., 2006a). Esto parece indicar que al sobrepasar un
umbral de expresion de AID, los mecanismos que protegen de este tipo de lesiones se
saturan y se dispara el numero de lesiones linfomagénicas de un modo no lineal.
Ademas, en estudios previos se ha observado una mayor supervivencia de ratones

+/+

ILBTgAID™ comparado con los controles IL6TgAID"* (7.9 meses vs 5.5 meses)

(Ramiro y col., 2004; Dorsett y col., 2007) y, mas recientemente, se ha publicado que

+-

en los ratones AID™ en un fondo transgénico Bcl-xL existe un retraso en la generacion
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de plasmacitomas tras la inyeccion de pristano (Takizawa y col., 2008). Todas estas
observaciones indican que la haploinsuficiencia de AID es relevante en la progresion

tumoral en ratones.

En resumen, en esta parte hemos demostrado que la presencia de un sélo alelo de
AID reduce la eficiencia de los procesos de diversificacion secundaria de los
anticuerpos asi como la introduccién de lesiones linfomagénicas. Esto indica que la
dosis génica de AID es limitante para el desarrollo de su funcion, es decir, que AID es
haploinsuficiente. La condicién de haploinsuficiencia es excepcional en genes que
codifican para actividades enzimaticas, como es el caso de AID, lo que refuerza la
importancia de los mecanismos que regulan su actividad. Estos resultados sugieren
que la restriccion de los niveles fisiolégicos de AID puede ser un mecanismo que
asegura un balance 6ptimo entre una funcién inmune eficiente y un riesgo minimizado

de inestabilidad gendémica (Figura D-1).

I S Lesiones
Inmunodeficiencia »:::_’_j_____‘ EAH!D) en el ADN
Seguridad

Figura D-1. Niveles de expresion de AID como mecanismo regulador de su actividad. Los niveles de AID
deben estar perfectamente controlados para el correcto desarrollo de la respuesta inmune, a la vez que
para evitar concurrir en fendmenos de inmunodeficiencia y lesiones linfomagénicas.

Regulacion de AID mediada por estrogeno

La participacion de las hormonas en multiples procesos fisiologicos y patogénicos esta
bien documentada (revisado en McDonnell y col., 2002; revisado en Whitacre, 2001;
Hulka y col., 1995; Shang y col., 2006). Existen varias hipotesis que relacionan el
desarrollo de patologias con hormonas, la mayoria se deben a que median una
proliferacion exacerbada, una diferenciacion desregulada, alteraciones en la
reparacion del ADN o represién de la apoptosis (revisado en Roy y col., 1999). Aqui
proponemos un nuevo mecanismo por el cual la hormona sexual femenina 17-3-

estradiol puede mediar inestabilidad gendmica a través de la induccion directa de la
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actividad desaminasa de AID. El estrogeno promueve la activacion de la expresién de
AID, por unién a sus elementos de respuesta identificados en el promotor de AID
(Figura D-2). Esta activacion tiene como consecuencia un aumento moderado de la
eficiencia de las reacciones de SHM y CSR, siendo mas pronunciado el efecto en la
induccién de translocaciones c-myc/IgH. Ademas, el tratamiento con estrogeno
produce un aumento en la frecuencia de mutaciones en genes que no son potenciales
dianas de la actividad de AID, tales como CD95/Fas. Estos resultados indican que la
actividad de AID esta regulada transcripcionalmente via estrégeno. Posteriormente se
ha descrito que la hormona sexual progesterona suprime la activacion transcripcional
de AID (Pauklin y col., 2009), también por unién directa a su promotor. La combinacion
de estos resultados indica que la expresién de AID forma parte de un complejo

sistema regulado hormonalmente.

RE exon 1

L | locus AIDh

promotor
i ADT
0 Sitio NFkB Lesiones
B ERE en el ADN

Figura D-2. Inestabilidad genomica mediada por estrogeno. El tratamiento con estrogeno conlleva un
notable incremento de las lesiones en el ADN por activacion directa de la expresion de AID, ademas de
| observarse un moderado aumento de las reacciones de CSR y SHM. Este dato sugiere que, al menos en
| parte, los procesos autoinmunes y oncogénicos inducidos por estrégeno podrian derivar de la inestabilidad

gendmica mediada por AID.

Estudios clinicos y epidemiolégicos indican que las mujeres son mas propensas a
desarrollar patologias autoinmunes que los hombres (revisado en Nalbandian y col.,
2005; revisado en Peeva y col., 2005; Li y col., 2007). Son enfermedades en las que
existen una gran variedad de factores implicados, sin conocerse hasta la fecha todos
ellos. La expresion de AID se relaciona con patologias autoinmunes. Asi, los pacientes
de lupus eritematoso poseen niveles aumentados de la proteina AID (revisado en
Grimaldi, 2006). Ademas, en modelos murinos de autoinmunidad se ha observado
produccion de auto-anticuerpos y sobre-expresion de AID en animales BXD2 (Hsu y
col., 2007) y una disminucion drastica de los problemas renales en el modelo de lupus
MRL/lpr en ausencia de AID (Jiang y col., 2007). Todas estas observaciones

introducen un nuevo factor en la ecuacién de las posibles causas de la autoinmunidad
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y de su mayor prevalencia en mujeres, siendo una posible hipétesis que el estrégeno
estimule la expresién de AID, y facilite la generacion de anticuerpos patogénicos con

alta afinidad por proteinas propias.

El estrogeno se ha relacionado con varios tipos de tumores, como son el de mama, el
de ovario y el endometrial. Sin embargo, el estrogeno no tiene capacidad mutagénica
directa, sélo inductora de mitosis y consecuente division celular. Se han identificado
dos mecanismos por los cuales el estrégeno puede conducir a tumorigénesis (revisado
en Yager y col., 2006): i) produccion de metabolitos mutagénicos como consecuencia
del metabolismo del estrogeno, o bien ii) expresion alterada de distintos genes por
unién del estrégeno. Si uno de ellos es el que codifica para AID, el estrégeno actuaria
como inductor de la actividad mutagénica ilegitima de esta enzima sobre distintos
genes, como por ejemplo el CD95/Fas, cuyas mutaciones se asocian con

autoinmunidad y con linfomas de células B (revisado en Goodnow, 2007).

En resumen, hemos demostrado la existencia de un nuevo mecanismo por el que el
estrogeno puede inducir inestabilidad gendmica a través de la activacion de AlID. Estos
datos sugieren que, la autoinmunidad y tumorigénesis asociadas a esta hormona

podrian estar, al menos en parte, mediadas por la actividad lesiva de AID.

Generacion de un modelo murino de sobre-expresion inducible

de AID para comprender su papel en linfomagénesis

En los distintos modelos murinos de pérdida de funcion de AID descritos se observa
que su ausencia esta asociada a un retraso o bloqueo de la transformacién tumoral
(Ramiro y col., 2004; Kovalchuk y col., 2007; Pasqualucci y col., 2008). Sin embargo,
en los modelos previos de ganancia de funcién de AID, que son transgénicos donde la
expresion de AID es ubicua o especifica de células B, no se ha observado desarrollo
espontaneo de linfomas B (Okazaki y col., 2003; Kotani y col., 2005; Muto y col., 2006;
Shen y col., 2008; Morisawa y col., 2008; Robbiani y col., 2009). Recientemente, y
durante el desarrollo de este trabajo predoctoral, se ha publicado un nuevo modelo
transgénico IgkAID en el que si se generan linfomas B, pero unicamente en ausencia
del gen supresor de tumores p53 (Robbiani y col., 2009). La ausencia de linfomas B en
los modelos de ganancia de funcion de AID, podria explicarse porque i) los linfomas B
son patologias de lento desarrollo, por lo que es posible que en los experimentos con

modelos de expresion ubicua los animales generen otras neoplasias letales antes de
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que puedan desarrollarse linfomas de origen B, ii) pueden existir problemas técnicos
inherentes a la utilizacion de transgénicos, tales como efectos derivados del sitio de
insercion o silenciamiento, v iii) pueden existir mecanismos reguladores de la actividad
de AID que interfieran con su actividad en el contexto especifico de las células B

maduras (Muto y col., 2006).

El modelo basado en la expresién de AID en el locus de Rosa26 presentado aqui
aporta las siguientes novedades: i) es un sistema que permite la induccién de la
expresion de AID y es condicional, de modo que, tras la expresion de la recombinasa
Cre en un tejido o estadio especificos, se elimina el stop transcripcional que mantiene
apagada la expresion de la construccion Rosa26AlD, y se expresa AID; ii) es un
sistema no transgénico, por lo que se introduce exactamente una copia extra de AID
en el locus Rosa26 por recombinacién homdloga; iii) es una construccién bicistrénica
que codifica para AID y GFP, lo que permite usar la proteina reportera GFP como

marcador de las células en las que se ha activado la expresion de AID.

Usando este sistema hemos inducido la expresién de AID en estadios tardios (ratones
Rosa26"™* CD19-Cre"’*) o tempranos (ratones Rosa26""* MB1-Cre“'*) de la
diferenciacion B en médula 6sea. En consecuencia, estos dos modelos permiten
analizar las posibles diferencias de expresar una copia extra de AlID de forma estable
en las ultimas etapas de desarrollo de las células B o de adelantarla a las primeras

etapas de la misma, respectivamente.

La diferenciacién B normal en médula ésea de animales Rosa26™"* CD19-Cre"* y
Rosa26"™"* MB1-Cre""*, indica que el desarrollo B es independiente de AID. Lo que
resulta ventajoso para estudiar el posible efecto de expresar una copia extra de esta
enzima de forma independiente al desarrollo B. De acuerdo con estudios previos (Mao
y col., 2004), hemos detectado niveles bajos de expresion fisiolégica de AID en células
B inmaduras (dato no mostrado), no estando claro hasta la fecha cual es su funcion.
Estos modelos animales podrian contribuir a esclarecer esta pregunta. La expresion
fisiologica de AID se produce fundamentalmente en células B activadas de centro
germinal (Muramatsu y col., 2000), siendo sus niveles en linfocitos B naive residuales.
En cambio en los modelos Rosa26*°* CD19-Cre"’* y Rosa26"'™* MB1-Cre""* la
expresion de AID en linfocitos B naive estda aumentada unas 10 veces, es decir,
alcanza niveles sélo ligeramente inferiores a los observados en linfocitos B activados
in vitro. En ambos modelos, la induccion de la expresion de AID en células B activadas

in vitro es comparable con la observada en linfocitos B naive, siendo entre 1.5-2 veces
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superior a la de los controles estimulados. Esta es la cantidad de AID que cabria
esperar de combinar la expresion procedente del locus enddégeno (en las muestras
Rosa26"°** dia tres) con la que se genera a partir del locus Rosa26 (muestras
Rosa26"™* dia cero), que no debe variar con la estimulacién. La copia extra de AID
introducida en el locus Rosa26 es funcional, lo que se deduce de la estimulacion de
los procesos de diversificacion secundaria en estos animales. Concretamente,
aumenta la eficiencia de las reacciones de CSR in vitro y de SHM in vivo entre 1.5-2
veces. La funcionalidad de la copia extra de AID, se esta evaluando también en
células B carentes del AID enddégeno (AID”), con el fin de analizar mas
cuidadosamente si existe algun mecanismo de regulacién negativa de la actividad de
AID como se ha sugerido (Muto y col., 2006). Estos resultados indican que la
diversificacion de anticuerpos aumenta de forma lineal con el incremento de AID, lo

+/-

que esta de acuerdo con los ensayos realizados con ratones AID™ comentados

previamente.

El hecho de que la haploinsuficiencia de AID sea relevante en la progresion tumoral en
ratones, junto con los datos que demuestran que la frecuencia de translocaciones c-
myc/lgH aumenta exponencialmente con la sobre-expresion de AID en linfocitos B
primarios (Ramiro y col., 2006a), nos llevé a estudiar cual es el efecto de la
introduccion de una copia extra de AID a nivel de lesiones linfomagénicas. Nuestros
datos demuestran que existe un incremento significativo de alrededor de 3 veces en la
frecuencia de las translocaciones c-myc/IlgH en células Rosa26** CD19-Cre"*
estimuladas in vitro. Esta frecuencia incrementada de lesiones parece comenzar a
desviarse de la linearidad, ya que una sobre-expresion de AID de 1.5-2 veces se
traduce en un incremento de la frecuencia de translocaciones de 3 veces en células B
primarias estimuladas in vitro. Este dato sugiere que la sobre-expresion de AID en
estos modelos podria comenzar a saturar los mecanismos protectores que

presumiblemente impiden que se dispare el nimero de lesiones linfomagénicas.

Las células B naive de animales Rosa26*™"* CD19-Cre""* y Rosa26*"* MB1-Cre""*
expresan unos niveles de AID similares a los que en condiciones normales expresa un
linfocito B primario activado. Esta observacion nos ha permitido estudiar la actividad de
AID en un contexto celular en el que habitualmente no se expresa. La ausencia de
mutaciones en la regién Su de linfocitos B naive Rosa26™'™"* CD19-Cre"*, indica que
la alta expresidon de AID en estas células no es suficiente para garantizar su actividad.
Sin embargo, observamos mutaciones en la region Su de linfocitos B naive

Rosa26"™"* MB1-Cre"*, lo que esta de acuerdo con la presencia de mutaciones en la
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region Su de células naive del transgénico IgkAID (Robbiani y col., 2009). Los
animales Rosa26"™"* CD19-Cre"* y Rosa26™™"* MB1-Cre"’* expresan unos niveles
similares de AID en la poblacion B naive, sin embargo la sobre-expresion de AID en el
modelo Rosa26™™* MB1-Cre"’* ocurre mucho antes que en el modelo Rosa26”'PK*
CD19-Cre"* lo que indica que probablemente las mutaciones observadas en Sy en las
células B naive Rosa26"™* MB1-Cre"’* han sido introducidas durante la diferenciacion
B en médula ésea, en la ventana de diferenciacion en la que AID se expresa en
animales Rosa26™'™* MB1-Cre"* pero no en Rosa26"™* CD19-Cre"’*. Actualmente
estamos verificando formalmente esta hipoétesis mediante el analisis de mutaciones en

células pre-proB, preB e inmaduras de animales Rosa26"'"™* MB1-Cre"'".

Durante esta ventana de diferenciacion en la que AID se expresa en animales
Rosa26"™* MB1-Cre“"* pero no en Rosa26"™* CD19-Cre“"* ocurre una enorme
expansion proliferativa que esta asociada al estadio preB, y forma parte del proceso de
diferenciacion de este linaje, inmediatamente después del reordenamiento y la
expresion de la cadena pesada de Ig (Hardy y col., 1991). En este trabajo quisimos
testar la hipétesis de que la generacion de mutaciones mediadas por AID fuese
dependiente de un contexto celular proliferativo. Para ello se estimulé la proliferacion

en células naive Rosa26"'"“"* CD19-Cre""*

, que como hemos visto son refractarias a la
actividad mutagénica de AID. Demostramos que el protocolo de estimulacion utilizado
induce la proliferacion celular en ausencia de CSR y otros fendmenos asociados con él
(expresion de AID endégeno y expresion de transcritos Sy1 de linea germinal). La
actividad de AID observada en células B Rosa26*™"* CD19-Cre"”* en condiciones
proliferativas in vitro es similar a la observada in vivo en linfocitos B Rosa26*'™* MB1-
Cre""*. Este resultado explica que la expresion de AID en células naive quiescentes no
sea suficiente para que se acumulen mutaciones, pero si en células pre-B. Hasta la
fecha, el unico requerimiento imprescindible conocido para la actividad de AID era la
activacion transcripcional del ADN diana (Chaudhuri y col., 2003; Pham y col., 2003;
Ramiro y col., 2003; Shinkura y col., 2003; Chaudhuri y col., 2004), en este caso, del
locus de Ig. Ademas, la reaccion de CSR se habia asociado a proliferacion celular
(Reina-San-Martin y col., 2003), aunque se desconocia la relevancia funcional de esta
observacion. Nuestros datos revelan por primera vez que la proliferacién celular es
otro requerimiento necesario para la actividad de AID. Por el momento desconocemos
el mecanismo molecular responsable de este requerimiento. Una posible hipétesis es
que aunque en ambos contextos celulares la accesibilidad de AID a la region Su esta

garantizada —se encuentra transcripcionalmente activa-, no sea posible en linfocitos B
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naive quiescentes la fijacion de la mutacion, via replicacion del ADN sobre la lesion
U:G (Figura |-5). Esta hipétesis es compatible con la observacién de que la mayoria de

K" nhaive son transiciones

las mutaciones detectadas en células Rosa26™?"* MB1-Cre
(dato no mostrado). Otra posible hipétesis es que las lesiones de desaminacién que se
introduzcan en células naive quiescentes no den lugar a mutaciones, sino que sean
reparadas por mecanismos de escisidén de la base nitrogenada (BER, del inglés, Base
Excision Repair, y MMR, del inglés, MisMatch Repair) (Figura |-5). Por el contrario, en
células preB algunas de las lesiones introducidas por AID se escaparian de los
mecanismos de reparacion debido a su elevada tasa proliferativa, y darian lugar a
células naive portadoras de mutaciones. Esta situacion seria equivalente a la que tiene
lugar en los centros germinales, o en ensayos de estimulacion in vitro, en los que las
células B proliferan activamente. Esta hipotesis implicaria que los mecanismos de
reparacion se encuentran regulados de manera dependiente del ciclo celular y/o
replicacion del ADN. Alternativamente, también existe la posibilidad de que AID sea
capaz de introducir mutaciones en células naive, pero que en este contexto celular
este tipo de lesiones desencadenen una respuesta al dafo en el ADN y la eliminacion
de las células que las han sufrido. Esta posibilidad estaria de acuerdo con el hecho de
que las células de centro germinal tienen niveles bajos de p53 (Phan y col., 2004), lo
que podria disminuir esta respuesta al dafio en el ADN y generar un entorno permisivo
a este tipo de lesiones y potencialmente a la generacién de linfomas (ver mas abajo).
Sin embargo, es importante recordar que la generacion de mutaciones por AID no
siempre conlleva un dafio detectable por p53 (a través de ATM), por lo que la
contribucién de esta via podria ser minoritaria. La contribucién de los mecanismos de
reparacion y la respuesta al dano en la actividad de AID en distintos contextos

proliferativos estan siendo explorados en nuestro laboratorio.

El 5% de los tumores humanos se relacionan con transformacion linfoide, estando la
gran mayoria originados a partir de células B maduras. Nuestros resultados
demuestran que la sobre-expresiéon de AID en animales Rosa26”™* CD19-Cre"*
produce un incremento de las lesiones en el ADN. Sin embargo no ha sido suficiente
para causar linfomas B al menos durante los 10 meses de observacién de estos
animales, lo que esta de acuerdo con los estudios previos hechos con transgénicos
(Okazaki y col., 2003; Kotani y col., 2005; Muto y col., 2006; Shen y col., 2008;
Morisawa y col., 2008; Robbiani y col., 2009). Como se indicé previamente, existen
distintas explicaciones para estos resultados. Asi, una posibilidad es que el desarrollo
de este tipo de tumores sea lento, por lo que no descartamos su aparicion a mas largo

plazo. Otra explicacién, a la vista de los datos que relacionan la actividad de AID con
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la proliferacién celular, es que exista un distinto potencial linfomagénico en funcion del
contexto celular donde se exprese AID. Los experimentos de inmunizacion nos
permitiran estudiar en un contexto proliferativo in vivo el potencial linfomagénico de
estos animales. Otra alternativa, como se ha sugerido en un trabajo publicado durante
el desarrollo de estos modelos animales (Robbiani y col., 2009), es que sea necesario
un escenario en el que el dafo mediado por la sobre-expresiéon de AID en los linfocitos
B no sea detenido por genes supresores de tumores. Concretamente, los ratones
IgAID sélo desarrollan linfomas B en ausencia de p53 (Robbiani y col., 2009) y
ademas, es comun que los pacientes de linfomas B de células maduras posean

mutaciones o deleciones en este tipo de genes (revisado en Kiuppers, 2005).

En resumen, demostramos que la proliferacion celular puede ser determinante para la
actividad de AID usando los modelos Rosa26*™* CD19-Cre"* y Rosa26*'™* MB1-
Cre"’*, en los que se sobre-expresa AID en estadios diferentes de la diferenciacién B.
La posibilidad de un diferente potencial linfomagénico en funcién del contexto celular
donde se expresa AID esta siendo objeto de estudio, combinado también con la

ausencia de genes supresores de tumores.

Comentario final

En conjunto, los datos presentados en este trabajo sugieren que los niveles de AID y
el contexto celular donde se expresa son determinantes para la actividad de esta
enzima, presumiblemente para asegurar la generacion de una respuesta inmune
eficiente sin comprometer la estabilidad gendmica de los linfocitos B. La identificacion
de los mecanismos de control de esta enzima con actividad pro-linfomagénica es de
gran interés para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento

de los linfomas B.
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Esperando, el nudo se deshace y la fruta madura.

Federico Garcia-Lorca



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten extraer las siguientes conclusiones:

10.

Las reacciones de CSR y SHM estan reducidas en linfocitos B AID*".

La frecuencia de translocaciones c-myc/IgH en ratones AID*" esta reducida in
Vivo e in vitro.

Se han identificado elementos de respuesta para estrogeno en la region
promotora de AID.

El estrégeno 17-B-estradiol incrementa los niveles de expresion de AID y su
funcion fisioldgica.

La frecuencia de translocaciones c-myc/IgH esta incrementada en presencia de
estrégeno.

Se ha desarrollado un modelo de sobre-expresion inducible de AID in vivo que
se activa mediante la expresioén de la recombinasa Cre.

Se han generado las lineas Rosa26*™* CD19-Cre"/*

, que sobre-expresan AlD
mayoritariamente a partir del estadio de células B naive, y Rosa26*™* MB1-
Cre"”*, que sobre-expresan AID desde el estadio pro/preB en médula ésea.

La sobre-expresién de AID en animales Rosa26”"™* es funcional. Promueve
un aumento de CSR, SHM y translocaciones c-myc/IgH en células B activadas.
La sobre-expresion de AID en linfocitos B naive Rosa26*'™* CD19-Cre"’* no es
suficiente para que AID introduzca mutaciones en la regiéon Su. En cambio, los
linfocitos B naive Rosa26*™'* MB1-Cre"’* contienen mutaciones en Sp.

ki/+

La proliferacién de células B naive Rosa26"™* CD19-Cre"* promueve la

introduccion de mutaciones en Sp.
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