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ABSTRACT

Tetraspanins form an evolutionarily conserved protein superfamily involved in the regulation of a
wide variety of biological functions in different contexts, all related to their capacity of modulating
the spatio-temporal distribution of various molecular partners. TSPAN33 is the last described
member of this family in mammals and is controversial on regard of its function. It is highly
expressed in erythroblasts, spermatogonia, kidney glomeruli and in activated B cells. Moreover, it's
part of the TSPANCS8 subgroup characterized for their capacity to directly associate with ADAM10
and regulate its proteolytic activity. The global objective of this project is elucidating the functions of
TSPAN33 during antigenic stimulation of B cells and how its association with ADAM10 modulates
various signaling pathways. The first section of this work describes the generation of a TSPAN33
deficient model using CRISPR-Cas9 in Raji cells and the inability to isolate null clones. Indeed, after
various selection rounds and by evaluating HW equilibrium in edited populations, data shows bias
to the formation of heterozygotic clones, probably due to deregulation of ADAM10 activity. Second
part of this thesis shows an integral analysis with a set of bioinformatic tools, along with a series of
experiments using both TSPAN33 transgenic and deficient Raji cells, to describe its role in NOTCH
signaling pathway. By re analyzing public NGS datasets from various biological sources like
PBMC’s and normal or tumoral tissue biopsies, data shows that TSPAN33 is differentially expressed
during normal B cell maturation. Particularly, it is observed in some lymphocytes in human germinal
centers and is constitutively expressed in various types of lymphomas derived from these structures,
mainly in DLCBL and Burkitt subtypes. In fact, TSPAN33 is constitutively expressed by unstimulated
Raji cells and is located intracellularly in Golgi vesicles. Moreover, this molecule is rapidly
translocated to the surface after IL4/aCD40 stimulation through a calcium independent pathway.
Additionally, data collated in this study describes a correlation between NOTCH receptors, a/y-
secretases and TSPAN33. Indeed, surface levels of these molecules were assessed by flow
cytometry and they effectively changed along with TSPAN33 in Raji models. Interestingly, stable
expression of TSPANS33 also altered the proliferation and growth capacities of this cells, by inducing
a cell cycle arrest in the G2M transition phase. Based on these observations, | hypothesize that
TSPAN33 plays a pivotal role as signal modulator during B cell activation, by regulating the
maturation and trafficking ADAM10 to the cell surface and into y-secretase containing
microdomains. This complex can modulate the ectodomain shedding and subsequent
intramembrane proteolysis of substrates like NOTCH (and possibly others likes BAFFR or TACI) in
membranes of activated B cells. Thus, this processing can regulate NOTCH and NFkB target genes
expression, including MYC, RELA, 5LO and possibly others. Altogether, this mechanism could play
a role in shifting or maintaining the balance of signals present in B cells during antigenic responses

and/or lymphomagenesis.
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CAPITULO | - MARCO TEORICO: INGENIERIA GENETICA Y EL SISTEMA
CRISPR-CAS9

21 Marco teérico
2.1.1 Ingenieria genética y edicion genémica: Historia y concepto

La era pre genOmica inicio en la década de los 50 con la identificacion de la estructura
tridimensional del ADN, y con el posterior desciframiento del codigo genético en los 60
se potencio el interés por el estudio de esta molécula en la que se codifica gran parte
de la informacion necesaria para la vida (Yanofsky 2007; Nirenberg 2004; Nirenberg y
Matthaei 1961; Watson y Crick 1953; Crick et al. 1961). Sin embargo, no fue sino con
el desarrollo de las primeras estrategias para manipular el ADN y la generacién de
vectores biolégicamente funcionales en los afios 70, que se acufio formalmente el

concepto de “Ingenieria Genética” (Guttmacher y Collins 2003; Cohen et al. 1973;

Mertz y Davis 1972). Esta disciplina es definida como el conjunto de teorias y técnicas
gue permiten el aislamiento, manipulacion y reintroduccion de material genético en
organismos diferentes. Las metodologias también son conocidas como “Tecnologias
del ADN recombinante”, haciendo alusion al caracter artificial del ADN generado a

partir de la combinacién y/o modificacién de material genético proveniente del mismo
o diferentes organismos. Para esto, también fue necesaria la identificacion de enzimas
con capacidad de procesar el ADN, incluyendo: polimerasas, ligasas, endonucleasas
de restriccion, etcétera; y su aplicacion en metodologias como: PCR, secuenciacion e
hibridaciéon, entre otras. Posteriormente, la comprension de las implicaciones
biolégicas del ADN en organismos eucariontes y procariontes, asi como la
acumulacién de innovaciones en el analisis del material genético, incluyendo la
capacidad de secuenciar genomas completos y el proyecto del genoma humano,
marcaron el inicio de la era genémica que hasta el momento sigue en curso (Figura 1)
(Fleischmann et al. 1995).

Gracias a lo anterior, fue posible empezar a realizar estudios mas detallados sobre los
genes a nivel individual, confirmando la relacion gen-mRNA-proteina, mecanismos de
regulacion, posibles funciones y su asociacién con efectos moleculares/fisiolégicos

(Crick 1970). Para esto, desde los estudios de genética clasicos hasta los trabajos
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moleculares actuales, la modulacion del contenido y expresion genética tanto en
células, como en organismos vivos, ha sido una estrategia fundamental para el estudio
de los genes. En este sentido, tras la descripcidn de los sistemas de reparacion y
recombinacion capaces de reponer alteraciones en el material genético (e.g.
radiacion), también fueron realizadas las primeras modificaciones gendmicas
aleatorias y dirigidas en células eucariontes (Smithies et al. 1985; Hinnen, Hicks y Fink
2006; Resnick 1976; Holliday 1964). Para esto, mediante la introduccion de ADN
donador homologo linealizado (o circular) y con alguna mutaciébn o secuencia de
interés, se puede inducir la integracion cromosomica del material por recombinacién
homéloga (RH) (Orr-Weaver, Szostak y Rothstein 1981; Szostak y Wu 1979). Sin
embargo, la ocurrencia normal de la RH en vertebrados superiores es baja (1x107-10-
6 mutantes/loci) y limita el uso rutinario de esta técnica; no obstante, la introduccién de
marcadores de seleccion (ej. genes de resistencia) y otros vehiculos de introduccién
del ADN exogeno (ej. microinyeccion y electroporacion), ha facilitado
significativamente el aislamiento de mutantes aleatorios y especificos (Capecchi
2005). Finalmente, basados en que la linealizacion del ADN donador aumentaba su
integracion cromosomal y en la capacidad de la endonucleasa-HO de generar un corte
bicatenario en una secuencia especifica del genoma de S. cerevisiae, se observo que
el procesamiento enziméatico aumentaba la eficiencia de integracion a la region en
99.5% (Rudin y Haber 1988). Poco tiempo después, el mismo fendmeno fue descrito
en células de raton, expresando de forma recombinante otra mega-endonucleasa de
levadura que reconoce una secuencia particularmente larga (I-Sce 1) y de ocurrencia
casi Unica en el genoma de los mamiferos (Rouet, Smith y Jasin 1994). Estos trabajos

fueron al mismo tiempo la base conceptual de la “edicién gendmica dirigida”, ya que,

las escisiones bicatenarias en sitios especificos de algin genoma activaran los
mecanismos enddgenos de reparacion, incluyendo: union de extremos no homologos
y recombinacién por homologia. Pudiendo asi introducir, eliminar y/o modificar

secuencias especificas (Figura 2) (Kim 2016).

Es importante sefalar que, aunque se ha hecho énfasis en los principales eventos que
dieron origen al concepto de edicion genomica dirigida, existen otras formas de generar

cambios en los genomas (mutagénesis) basadas en varios métodos fisicos, quimicos
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y biolégicos (Figura 1). Dichos abordajes y sus combinaciones siguen siendo

fundamentales en el estudio del material genético y difieren entre si, por tener mayor

0 menor capacidad para generar cambios (frecuencia mutagénica) y en la especificidad

de dichos cambios (tip

Identificacion de enzimas de restriccion
Desciframiento del codigo genético

Estructura del DNA
Watson, Crick (1953,

Difraccion de rayos X del DNA

DNA como el material genético
Avery, Mc Carty, Mc Leod (1944)
Mutagenésis quimica
Auverback (1342)

Mutagenésis por UV
Altenburg (1928)

Mutagénesis por rayos X
Muller (1927)

1920

1930

l. Corte

1940

o de mutacién) (Tabla 1).

Secuenciacién de ADN
Sanger (1977

Transposicion de secuencias recombinantes
Kleckner, Foster, Hedges (1975,

Vectores biolégicamente funcionales
Boyer y Cohen (1962,

Sintesis de ADN recombinante
Berg (1971
Arber, Messeison (1962

Crick, Nirenberg, Matthaei(1961,

Franklin (1952)

[ Primer genoma,
virus X174
Sanger (1977)

[ Mecanismo de
transferencia
del T-DNA.
Montagu (1977)

Reemplazo génico en levadura
Scherer(1979)

Ratones transgénicos

(1980-1989)

Edicion por recombinacion homéloga
1982-1986)

Desarrollo de la PCR

Muilis (1983)

Proteinas ZFN

(1985-2003)

Reparacion por recombinacion
(1989-1994)

Sistema Cre-Lox
(1992-2000)

1950 1960 1970

Reparacion por NHEJ
(1996-1998)

1980 1990 2000 2010

[ Identificacion y
edicién con RNAi
(1998-2004)

[~ Secuenciacion del
ienoma humano

12000-2003)

[~ Edicién con proteinas

ZFN en Drosophila

Biblkova (2002)

[~ Edicion con proteinas

ZFN en humanos
Urnov {2005)

[~ Funcién de CRISPR

en bacterias

Hockemeyer (2011)

[~ Generacién del primer
enoma artificial

Gibson {2008

[~ Desciframiento del

cédigo TAL

Boch y Moscou (2009)

[ Edicidn con nucleasas

TALEN en levadura

| Christian (2010)

Edicién con nucleasas

TALEN en humanos

Mitter (2011)

|~ Aplicacion in-vitro

de enzimas Cas9®

_Jml_k !Z'IJFZJ

Edicion con nucleasas

Cas9 en humanos

(2013-2016)

[ Generacidn de los

sistemas CRISPRi/a
Gllber, Qi (2013)

Edicién con la

nucleasa Cpf1
Zetsche (2015)

Figura 1. Principales descubrimientos que dieron origen a la edicién genémica dirigida.
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Figura 2. Edicion genémica dirigida basada en escisiones bicatenarias. Diagrama esquematico que describe
las fases de edicién gendmica dirigida, en una primera fase debe ocurrir una escisién en el ADN generada por
alguna herramienta (ej. nucleasas modificadas). En una segunda fase del proceso, podran ocurrir diferentes
escenarios, incluyendo: delecion de segmentos de diferentes tamafios, introduccion o modificacion de secuencias
por recombinacién homologa, introduccion de mutaciones y modificaciones puntuales. Todos los anteriores,
acompafiados de la activacion de los mecanismos de reparacion del ADN.
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Tabla 1.

Métodos fisicos, quimicos y bioloégicos para la generacion de mutaciones en organismos vivos.

Tipo Ag?nte Fundamento Caracteristicas de la variacién Frecue,m.:'a Ventajas Desventajas
Mutageno Mutagénica
Quimico  Etilnitrosourea  Agente alquilante capaz de alterar e Principalmente mutaciones puntuales y en  150x107° por Genera cambios en genes Dificil identificacion y clonacion de
inducir cambios de bases. algunos casos deleciones pequefas. loci. individuales, alta eficiencia y facil mutantes, tasa alta de mutaciones
produccién de mutaciones inespecificas.
aleatorias.

Clorambucilo Compuesto tipo mostaza de nitrogeno  Re arreglos cromosomales, delecionesy ~ 120x10°por  Los re arreglos cromosomales son  Alteracion de varios genes, dificil
capaz de formar mono aductos translocaciones. loci. detectables facilmente. identificacion de mutantes
covalentes y algunos individuales.
entrecruzamientos.

Psoraleno Furanocumarina foto activable capaz =~ Cortes bicatenarios capaces de generar 40-60x10° por Capacidad de activar los Multiples modificaciones al DNA,
de inducir entrecruzamiento mutaciones puntuales o inducir eventos de |ggi. mecanismos de reparacion, aplicacion adicional de radiacion.
intracatenario de nucledtidos. recombinacion. entrecruzamiento inducido por la

foto activacion
Fisico Ultravioleta Formacion de dimeros de timina Gran variedad de cambios estructuralesy  0.85-1.5x10° Generacion de mutantes Multiples modificaciones al DNA,
mediante la excitacién con radiacion de mutaciones puntuales. por loci. relativamente sencilla. alteracion de varios genes, dificil
alta energia. identificacion de mutantes
individuales.

Rayos-X Induccion de cambios mediante Re arreglos cromosomales, deleciones, 15-50x107° por Los re arreglos cromosomales son  Alteracion de varios genes, dificil

radiacion ionizante. inversiones y translocaciones. loci. detectables facilmente. identificacion de mutantes
individuales.
Biolégico Espontanea Cambios inducidos por factores Mutaciones, cambios puntuales, deleciones 5x10 por loci. Fenotipos observables. Dificil identificacion de mutantes

Edicion genética
dirigida

Transgenes
transponibles

Transgenes
virales

Compuestos
quimicos

T-DNA

ambientales (e.g. radiacion solar).

Edicion genética dirigida por nucleasas

(e.g. CRISPR/Cas9).

Introduccién de transposones
recombinantes.

Introduccion de secuencias
recombinantes a través de diferentes
vectores virales.

Mutagénesis inducida durante la
micropropagacion de plantas para la
formacion de callos.

DNA de transferencia basado en el
plasmido inductor de tumores de A.
rhizogenes .

pequefias y re arreglos cromosomales.

Segun el tipo de nucleasa se pueden

realizar una gran variedad modificaciones
en secuencias y/o regiones especificas.

Insercion de secuencias especificas
mediante elementos transponibles.

Dependiendo del vector viral permitira
diferentes modificaciones en las
secuencias.

Segun la combinacion de compuestos

ocurriran re arreglos genéticos capaces de

inducir la formacién de callos.

Insercion de secuencias recombinantes en

el genoma de plantas

Aprox. 100%
mutantes.

Aprox. 5-10%
mutantes.

Aprox. 5-10%
mutantes.

Dependiendo
el compuesto.

Aprox. 80-
90%
mutantes.

Modificacion de secuencias y/o
regiones especificas, disefio de la
mutacion requerida y alta eficiencia
para aenerar cortes bicatenarios.
Facil deteccion de las
modificaciones, posibilidad de
insertar fragmentos grandes,
relativamente sencillo v barato.
Facil aislamiento de mutantes,
patrén de integracién especifico.

Facil aislamiento de mutantes con
fenotipos observables.

Facil aislamiento de mutantes, la
insercion de secuencias ocurre en

zonas transcripcionalmente activas.

individuales y una frecuencia de
mutacién muy baja.

Requiere conocimientos amplios del
gen a modificar, fenotipos
impredecibles y generacion laboriosa.

Baja tasa de transgénesis y patrones
de integracion genémica aleatorios.

Generacion laboriosa, bajo
rendimiento de mutagénesis.

Induccion de cambios genéticos
aleatorios.

Re arreglos cromosomales, aplicacion
limitada, patrones de integracion
genomica aleatorios.




2.1.2 Edicién mediante apareamiento de nucleétidos

Las metodologias para manipular genomas han permitido avances en la biologia desde
hace mas de 70 afos, no obstante, la capacidad de dirigir las modificaciones a
secuencias especificas es hasta la fecha, uno de los problemas técnicos mas
importantes en esta area de la ingenieria genética. En este sentido, los primeros
abordajes desarrollados para superar este obstaculo, fueron disefiados en base al
reconocimiento de secuencias por apareamiento de bases con fragmentos sintéticos
de ADN y RNA (Rakoczy 2001).

2.1.2.1 Oligonucleétidos formadores de triplex: TFO

Poco después de la descripcién de la naturaleza de doble hélice en el ADN, el grupo
de Alexander Rich demostré por primera vez la existencia de una conformacién de
triple hélice en el RNA, mediante experimentos que demostraron relaciones 1:1y 1:2
durante la formacion de polimeros entre cadenas de poly(A) y poly(U), respectivamente
(Rich 1989; Felsenfeld y Rich 1957). Posteriormente, las mismas estructuras de triplex
fueron descritas en el ADN, al observar que oligonucleétidos sintéticos podian unirse
mediante apareamiento Hoogsteen al surco mayor de regiones ricas en
polypurina:polypirimidina de una cadena bicatenaria més larga (Thuong y Héléne
1993). La especificidad de esta interaccion represento una oportunidad para dirigir
modificaciones quimicas a secuencias especificas mediante la generacion de
“oligonucledtidos formadores de triplex” (TFO) (Strobel y Dervan 1990; Moser y Dervan
1987). Sin embargo, la aplicacion de esta estrategia en condiciones fisiolégicas ha
encontrado grandes limitaciones por factores como: el nivel de compactacion de la
cromatina, la degradacion celular de los TFO por endonucleasas y la falta de
condiciones que favorezcan la formacion del triplex, entre otros (Seidman y Glazer
2003). A pesar de esto, modificaciones en la secuencia de oligonucleotidos incluyendo:
intercambio de bases, agentes intercalantes (ej. acridina) y el acoplamiento de otros
agentes inductores de escisiones bicatenarias (ej. psoraleno), otorgaron mayor
especificidad, permitieron la modificacion de genes especificos y la introduccién de
cambios por RH (Farugi et al. 2000; Majumdar et al. 1998). Actualmente, esta

estrategia sigue siendo utilizada como una alternativa en el repertorio de herramientas



disponibles para la edicion gendmica dirigida y ha encontrado diversas aplicaciones
biotecnoldgicas, incluyendo terapia génica para el tratamiento de tumores y la

modificacion genética de hortalizas (Akhter y Rajeswari 2018; Sauer et al. 2016).
2.1.2.2 Interferencia de RNA — inhibicién de la transcripcion: siRNA, shRNA

La interferencia de RNA (RNAI) es un mecanismo explicitamente supresor de la

expresion de genes especificos, mediante la inactivacion (silenciamiento) selectiva de
los MRNA, utilizando oligonucleétidos de RNA bicatenario homaologo (Ipsaro y Joshua-
Tor 2015). Por lo tanto, aunque este no es un método de edicion gendmica capaz de
modificar la linea germinal, es un abordaje relativamente eficiente, econémico y que
ha contribuido ampliamente durante las Gltimas dos décadas en el estudio de la funcién
de los genes (Boettcher y McManus 2015). Es importante sefalar que, de forma
analoga a otros mecanismos de edicion gendmica dirigida, la supresién de genes por
RNAI aprovecha un tipo de maquinaria celular endégena para generar la supresion de
secuencias especificas. Inicialmente, los efectos de la RNAI fueron observados como
cambios fenotipicos en plantas y hongos (Fagard y Vaucheret 2000). Sin embargo, el
concepto formal fue descrito a finales de los 90, cuando se observo que la inyeccion
de segmentos de RNA bicatenarios en embriones de C. elegans, eran capaces de
reducir significativamente la expresion de genes especificos, un hecho contrario a lo
esperado segun los estudios con TFO monocatenarios (Fire et al. 1998). El mecanismo
principal de este sistema radica en la generacion citoplasmica de varios RNA pequefios
monocatenarios con capacidad de interferencia (siRNA), a partir de cadenas mas
largas (Unniyampurath, Pilankatta y Krishnan 2016). Estos precursores bicatenarios
son generados por una RNAsa tipo Ill llamada Dicer, suelen tener un tamafio
aproximado de 20pb y extremos salientes con dos nucle6tidos junto a un grupo fosfato.
Después, los fragmentos son acoplados en el aparato molecular efector del proceso
de RNAI, denominado “complejo de silenciamiento inducido por RNA” (RISC). Este
complejo se activara con el desenrollamiento dependiente de ATP del RNA, dejandolo
como un segmento monocatenario anti sentido capaz de reconocer secuencias y
mediante las nucleasas Argonauta degradar los mRNA homologos (Ipsaro y Joshua-
Tor 2015; Dykxhoorn, Novina y Sharp 2003). Como se mencion0, este mecanismo es
aprovechado para inhibir la expresion de genes, ya que la RNAi también puede ser
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activada por la introduccion exdgena de siRNA sintéticos, mediante los diferentes
vehiculos de transfeccion (ej. lipofeccidn, electroporacion). Asimismo, pueden ser
expresados de forma recombinante via vectores plasmidicos o virales que codifican
para un RNA de horquilla corta (sShRNA) que sera procesado de forma similar para
formar los siRNA (Paddison y Hannon 2002). Sin embargo, al igual que otras
herramientas utilizadas para la modulacion de la expresion de genes, la especificidad
sigue siendo uno de los principales retos durante el uso de esta tecnologia (Sigoillot y
King 2011). Poco después de su descubrimiento, se describio que el uso de siRNA
sintéticos también reprimia la expresion de genes inespecificos mediante
complementariedad limitada y con una tolerancia de hasta 11 nucleétidos (Jackson et
al., 2003). Dicha interaccion ocurre de forma inespecifica en las regiones 3’ no
traducidas (UTR) de diversos mRNA, iniciando su represion o degradacion (Petersen
et al. 2006). Mediante este mecanismo, cada siRNA individual podrd modificar la
expresion de una gran cantidad de genes y generar fenotipos dominantes, por encima
del que pudiera asociarse al locus de interés (Franceschini et al. 2014; Petersen et al.
2006). Sin embargo, hasta la fecha la inhibicion de genes mediante RNAI sigue siendo

la metodologia més utilizada para el estudio de la funcion de los genes (Figura 3).
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Figura 3. Numero de citas en la base de datos PubMed asociadas a los términos “RNAi” y “CRISPR-Cas9”.
Se muestran el nUmero de citas anuales en forma de publicacion en la base de datos PubMed asociadas a la
blasqueda de las palabras clave indicadas. Con una flecha roja se indica el afio de la descripcion inicial de las
secuencias tipo CRISPR.



2.1.3 Edicién mediante nucleasas reprogramadas

En afos recientes, la descripcion de nucleasas reprogramadas capaces de generar
cortes bicatenarios en secuencias especificas de ADN, ha incrementado de manera
notable la aplicacion de la edicidbn gendmica dirigida. Este grupo de enzimas pueden
clasificarse en cuatro clases, incluyendo: meganucleasas, nucleasas con dedos de
cinc (ZFN), nucleasas con efectores similares a activadores de transcripcion (TALEN)

y la nucleasa del sistema tipo Il asociada a las CRISPR (Cas9).
2.1.3.1 Proteinas que reconocen ADN: ZFN’s y TALEN'’s

La enzima Fokl fue la primer enzima de restriccion identificada con dominios de
reconocimiento y escision de ADN independientes (Lin Li, Wu y Chandrasegaran
1992). Lo anterior fue un descubrimiento crucial, ya que la fusién del dominio catalitico
de Fokl con proteinas de union al ADN (e.g. factores de transcripcién), permitio la
construccion de nucleasas quiméricas capaces de escindir las secuencias reconocidas
por estos factores (Kim, Li y Chandrasegaran 1994). Siguiendo este orden de ideas,
las quimeras de Fokl con dominios de dedos de cinc también fueron capaces de
realizar escisiones bicatenarias in-vitro adyacentes a una secuencia especifica (Kim,
Cha y Chandrasegaran 1996). Poco tiempo después, investigadores del mismo grupo
reportaron por primera vez la edicion gendmica dirigida con ZFN en animales y
humanos (Bibikova et al. 2002; Urnov et al. 2005). Los dedos de cinc, son dominios
proteicos eucariontes presentes en algunos factores de transcripcidbn y estan
conformados por aproximadamente 30 - 38 aminoacidos capaces de reconocer 3 - 4
nucleétidos especificos, por lo tanto, mediante la combinacién y modificaciéon de
diferentes dedos de cinc es posible el reconocimiento de secuencias mas largas. Sin
embargo, la citotoxicidad por la generacién de cortes inespecificos es uno de los
principales obstaculos para la utilizacion de estas nucleasas (Cornu et al. 2008).
Ademas, la interferencia entre los mismos dedos de cinc durante el reconocimiento,
representa otro gran obstaculo técnico durante el disefio y optimizacién de estos
dominios (Ramalingam et al. 2011). Por lo que, aunque las ZFN fueron una de las

primeras nucleasas artificiales de este tipo, no se logré su implementacion rutinaria.



Poco tiempo después, otro tipo de dominios de unién al ADN fueron descritos en la
bacteria fitopatbgena Xanthomonas spp, llamados efectores similares a activadores de
transcripcion (TALE). A diferencia de los dedos de cinc tienen la propiedad de
reconocer nucledtidos individuales, otorgandoles mayor especificidad (Boch et al.
2009; Moscou y Bogdanove 2009). Con lo anterior, al combinar solo 4 tipos de TALE
es posible disefar proteinas capaces de reconocer cualquier secuencia y aplicando el
mismo principio de fusion a Fokl, generar escisiones bicatenarias adyacentes (Miller
etal. 2011; Schmidt et al. 2010). Estas nucleasas adquirieron gran popularidad en poco
tiempo y hasta el dia de hoy, siguen siendo utilizadas como herramientas de edicion
genomica dirigida por su bajo indice de citotoxicidad y el grado de especificidad que
presentan (Mussolino et al. 2014; Kim et al. 2013). A pesar de lo anterior, una de las
complicaciones asociadas al uso de este sistema es la propia generaciéon de la TALEN,
ya que requiere el uso de clonacién secuencial para construir grandes fragmentos
(aprox. 49 — 55 kb), implicando la implementacién de técnicas no convencionales
(Schmid-Burgk et al. 2012). Con todo y sus implicaciones, la tecnologia fue bien
aceptada por la comunidad cientifica, pero fue desplazada poco tiempo después de su
descubrimiento por sistemas como la RNAi o0 mas recientemente, el sistema CRISPR-
Cas9 (Figura 4).
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Figura 4. Namero de citas en la base de datos PubMed asociadas a los términos “CRISPR-Cas9”, “TALEN”
y “ZFN”. A. Comparacion del nimero de citas anuales desde el afio 2002 al 2015, asociadas a la busqueda de las
palabras clave descritas previamente. B. Numero de citas asociadas a la busqueda del término “CRISPR-Cas9”.
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2.1.3.2 Sistema CRISPR-Cas9
Descubrimiento y biologia del sistema CRISPR-Cas9

El acronimo CRISPR hace alusion a “repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente inter espaciadas”, un tipo de secuencias presente en los genomas de
diferentes especies de bacterias y archaeas. Estas regiones fueron descritas
originalmente en la bacteria E. coli como cinco secuencias semi palindromicas de
29pb, separadas por espaciadores heterogéneos con 32pb y localizadas en regiones
cercanas al ORF de un gen (Ishino et al. 1987). Tiempo después, patrones similares
también fueron observados en otras especies como: H. mediterranei, S. dysenteriae,
S. enterica, M. tuberculosis, H. volcanii, entre otras (Mojica y Rodriguez-Valera 2016).
Sin embargo, no fue hasta el afio 2002 que se establecié la nomenclatura oficial de
“‘CRISPR” para referirse a este tipo de secuencias (Jansen et al. 2002). Ademas,
también se describié la existencia de una extensa familia de genes asociada a estas
repeticiones (Cas), y que presentaban actividad putativa de nucleasa y helicasa
(Jansen et al. 2002). Posteriormente, otros estudios sobre las CRISPR identificé que
las secuencias de los espaciadores, presentan homologia con elementos del genoma
de bacterioéfagos y/o plasmidos bacterianos (Bolotin et al. 2005; Mojica et al. 2005). En
conjunto, estas observaciones llevaron a proponer que los loci CRISPR-Cas
conformaban un sistema natural de defensa contra material genético invasor y que
utilizaba el reconocimiento por homologia especificado por las CRISPR, para llevar
acabo un silenciamiento similar a la RNAi (Bolotin et al. 2005; Pourcel, Salvignol y
Vergnaud 2005). Sin embargo, no fue hasta el afio 2007 que se demostrd por primera
vez que el sistema CRISPR-Cas conferia inmunidad contra fagos liticos en bacterias
acido lacticas (Barrangou et al. 2007). Al mismo tiempo, lo anterior senté las bases
para la primera aplicacion biotecnologica de este sistema en la industria lechera, al
aplicarse para “inmunizar” diferentes lactobacilos y conferir resistencia contra fagos en

los procesos productivos.

Por lo tanto, CRISPR-Cas es un sistema de inmunidad adaptativa procarionte con
memoria molecular hereditaria, que actua recopilando y almacenando fragmentos de

material genético exdgeno de invasiones previas (Horvath y Barrangou 2010). Estos
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fragmentos se transcriben en un tipo particular de RNA asociado a estos locus
(crRNA), y que al mismo tiempo actuaran en forma de guia para las endonucleasas
Cas. Durante procesos invasivos de material genético ajeno, estos complejos podran
de reconocer y escindir las secuencias homologas a los crRNA codificados en las
CRISPR. La inmunidad bacteriana ocurre en tres fases: (a) insercion de secuencias
invasoras en forma de espaciadores en arreglos CRISPR, (b) transcripcion de la
CRISPR completa como un pre-crRNA individual que pasara por un proceso de
maduracion y escision para generar varios crRNA funcionales y (c) el reconocimiento
de secuencias mediante los crRNA, acompafiado del procesamiento enzimatico para
su degradacion (Horvath y Barrangou 2010). A partir de esto, se distinguen tres tipos
de sistemas CRISPR-Cas (I, Il, lll), con diferentes requerimientos y componentes tanto
para el reconocimiento como procesamiento enzimatico (Makarova y Koonin 2015).
Durante el reconocimiento, los sistemas tipo | y Il requieren de un motivo de 3
nucleotidos en el extremo 5’ de los crRNA llamados proto espaciadores (PAM). Para
el procesamiento enzimatico, los sistemas tipo | y Il utilizan un complejo de al menos

5-7 proteinas Cas. En contraste, el sistema tipo Il Unicamente utiliza a la proteina Cas9

para el reconocimiento y escision de secuencias de ADN, guiada por el crRNA
correspondiente. La anterior, es una propiedad de los sistemas tipo Il que ha sido
modificada y optimizada para diferentes aplicaciones en ingenieria genética,

incluyendo la edicion gendmica dirigida.
Funcionalidad de Cas9

Inicialmente, la proteina Cas9 fue identificada por analisis bioinformaticos como una
proteina multifuncional con dos dominios que presentan actividad de endonucleasa
incluyendo uno similar a RuvC y otro tipo HNH (Makarova et al. 2006). Posteriormente,
otros estudios confirmaron que este gen es esencial para la proteccion contra
invasiones virales y actia mediante la generacion de escisiones bicatenarias en el
ADN con los dominios anteriores (Horvath y Barrangou 2010). Por otro lado, para
ejercer su funcién efectora, el sistema tipo Il requiere la expresion de un RNA trans-
activador (tracrRNA) para mediar la maduracion de los pre-crRNA en bacterias, lo
anterior junto con la ribonucleasa Il (Chylinski, Rhun y Charpentier 2013).
Adicionalmente, en el afio 2014 se confirmaron dichas hipotesis con la descripcion de
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la estructura cristalogréfica del complejo CRISPR-Cas9 de S. pyogenes como una
endonucleasa bilobulada unida al tracrRNA:crRNA (M. Jinek et al. 2014). En un
principio, la formacion del complejo Cas9 con el duplex induce cambios
conformacionales que a su vez, facilitan la unién con las secuencias de ADN
complementarias al crRNA y a través del dominio HNH generar un primer corte
adyacente al PAM. Enseguida, el dominio similar a RuvC realizar4 un segundo corte
en la hebra complementaria para completar la escision de la cadena (Figura 5A). La
introduccion de mutaciones en uno de los dominios de nucleasa genera formas de
Cas9 que realizan cortes monocatenarios tipo “nickasa” (nCas9). Mientras que la
mutacién de ambos dominios genera una forma “muerta” de la enzima que actia como
proteina de union a ADN (dCas9). En base a estas observaciones, fue realizada la
optimizacién del duplex de RNA (tracrRNA:crRNA) para que pudiera ser codificado
como un RNA guia individual (sgRNA) (Ran et al. 2013). En comparacién a un crRNA
bacteriano, los sgRNA son mas pequefios y estdn compuestos por una secuencia de
20 nucleotidos para el reconocimiento, unido a un fragmento minimo del tracrRNA que
actia como andamio para la union de Cas9 (Figura 5B). Por lo tanto, este sistema de
dos componentes, con la capacidad de ser reprogramado a través de cambios en los
20 nucledtidos de reconocimiento, permite dirigir modificaciones a cualquier secuencia
de ADN adyacente a un PAM (Hsu et al. 2013). Finalmente, aunque el acrénimo de
CRISPR es ampliamente utilizado para referirse al uso de estos sistemas, la mayoria
de sus aplicaciones en ingenieria genética dependen solamente del uso de sgRNA

sintéticos, junto con alguna forma recombinante de una endonucleasa Cas.
Aplicaciones en ingenieria genética

En el afio 2012, el grupo de Doudna y Charpentier demostré por primera vez la
reprogramacion del sistema CRISPR-Cas9 para la escision bicatenaria de secuencias
de ADN especificas in-vitro (Jinek et al. 2012). Un afio después, varios trabajos
demostraron la idea de reprogramar la nucleasa a través de la introduccion de sgRNA
sintéticos para la edicidbn gendmica dirigida de genes en bacterias, lineas celulares
tumorales, células troncales pluripotenciales humanas y el pez cebra como organismo

completo (Ran et al. 2013).
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Figura 5. Mecanismo de accién del sistema CRISPR-Cas9. A. Proceso secuencial para la escisiéon
de secuencias especificas desde la formacion del complejo Cas9 con el diplex de RNA que actlia como
guia para el reconocimiento y posterior escisién bicatenaria secuencial mediada por los dominios HNH
y RuvC respectivamente. B. La adaptacién del sistema CRISPR-Cas tipo Il de la bacteria S. pyogenes
implico la sustitucion del daplex de RNA por especies recombinantes de un solo segmento (sgRNA).
Modificado de (Doudna y Charpentier 2014).

Lo anterior, ha dado lugar a la publicacion de una gran cantidad de trabajos
describiendo el uso de este sistema para realizar diferentes modificaciones en varios
organismos, incluyendo: levaduras, ratones, ratas, conejos, moscas de la fruta,
gusanos de la seda, nematodos, hongos como N. crassa, D. discoideum y plantas
como A. thaliana, tabaco, arroz, sorgo, entre otros (Sander y Joung 2014). Ademas, la
generacion de multiples escisiones bicatenarias puntuales en una o varias secuencias
también fue demostrado en células humanas y otros organismos (multiplexado) (Cong
et al. 2013). Con lo anterior, esta tecnologia ha sido modificada y adaptada para
multiples aplicaciones, incluyendo: inactivacion de genes (knock-out), sustitucion de
genes (knock-in), deleciones gendmicas a gran escala, librerias para cribado de genes,
ingenieria genética de organismos completos y terapia génica, entre otras (Baliou et
al. 2018; Naert y Vleminckx 2018; Canver et al. 2014; Sha et al. 2014; Cheng et al.
2013; Xie y Yang 2013). Ademas, el uso de variantes como las nickasas para aumentar

la ocurrencia de la RH durante la reparacion de escisiones y las formas inactivas de
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Cas9 para la inhibicion transcripcional en forma analoga a la RNAi (CRISPRI), también
son alternativas que se han integrado al amplio repertorio de herramientas
desarrolladas en torno a este sistema (Boettcher y McManus 2015). Cabe mencionar,
gue hasta la fecha siguen siendo estudiadas otras variantes de los sistemas CRISPR
y que por sus caracteristicas, han sido optimizados para su aplicacién en diferentes
metodologias. Por ejemplo, la enzima Cpfl de los sistemas tipo Il de Prevotella y
Francisella, que actia constitutivamente sin la necesidad de un tracrRNA, genera
cortes escalonados que favorecen significativamente la RH y utiliza otros PAM para el
reconocimiento (Moon et al. 2018). Sin embargo, hasta el momento el sistema
CRISPR-Cas9 de S. pyogenes sigue siendo el formato més estudiado y optimizado
para su aplicacion en la edicion gendmica dirigida de organismos eucariontes (Figuras
3y4).

CRISPR-Cas vs otros sistemas de edicion genémica dirigida

Debido al refinamiento y precisién para dirigir modificaciones a secuencias especificas,
el sistema CRISPR-Cas se ha convertido en una gran alternativa a los métodos
clasicos para la modulacidn de la expresion genética, incluyendo la edicidbn genémica
dirigida. Como se ha revisado previamente, estas tecnologias presentan ventajas y
limitaciones inherentes a cada método; sin embargo, la eleccion de alguna tecnologia
en particular dependera del objetivo y disefio experimental utilizado (Boettcher y
McManus 2015). En comparacion con otros sistemas como las ZFN o las TALEN, que
requieren la optimizacion de proteinas para estandarizar una sola escision bicatenaria
especifica; la sintesis de sgRNA en forma de oligonucleétidos permite generar
modificaciones de forma relativamente sencilla y econémica (Boettcher y McManus
2015). Ademas, a diferencia del caracter individual de las escisiones realizadas por
estas nucleasas, el sistema CRISPR-Cas permite la modificacion de multiples loci
mediante la introduccion de una cantidad casi ilimitada de sgRNA (“multiplexado”) (Kim
2016). Por otro lado, este sistema también ha empezado a desplazar el uso de otras
tecnologias como la RNAi como alternativas para la modulacion parcial de la expresion
genética. En este sentido, la principal diferencia al comparar RNAI respecto a la edicion
mediada por CRISPR-Cas, es el caracter permanente y con patrones de herencia

Mendeliana en las modificaciones realizadas. Asimismo, por la naturaleza gendmica
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de los cambios, los genotipos generados pueden ser del tipo nulo (knock-out), mientras
gue aquellos generados por la RNAI siempre seran de caracter inhibitorio (knock-
down). En este orden de ideas, estudios recientes utilizando librerias tanto de sgRNA
como de siRNA/shRNA, han demostrado que el sistema CRISPR-Cas es una
alternativa mas eficiente para la deteccion de genes esenciales en lineas celulares
humanas en comparacion con la RNAIi (Housden y Perrimon 2016; Morgens et al.
2016). Finalmente, otro trabajo demostré que aunque la eficiencia de ambos sistemas
es comparable, la especificidad de los cambios es superior para el sistema CRISPR-
Cas, lo que se traduce en una menor susceptibilidad al registro de falsos positivos por
la introduccion de efectos inespecificos (Smith et al. 2017). En este sentido, mediante
la utilizacion de ambos sistemas para el estudio de un gen asociado a la formacion de
diferentes tumores, se demostro la inexactitud de la creencia popular sobre el uso de
multiples shRNA para abatir dichos efectos inespecificos. Lo anterior, ya que la
existencia de una correlacién entre el grado de inhibicion y el fenotipo bioldgico
observado, no es ninguna evidencia sobre la ausencia de efectos inespecificos
derivados de la RNAI (Peretz et al. 2018). Por el contrario, solo implica la asociacion
de un fenotipo especifico para cada siRNA/shRNA utilizado y las observaciones son
una posible suma de los efectos de la inhibicion del blanco deseado, asi como la de
otros MRNA de forma inespecifica. Es importante mencionar, que diferentes estudios
también han demostrado que el sistema CRISPR-Cas9 es susceptible a realizar cortes
inespecificos y su utlidad es limitada en algunos escenarios donde puedan
desencadenarse mecanismos compensatorios al cambio realizado (Peng, Lin y Li
2016; Hsu et al. 2013). Sin embargo, la apertura de posibilidades para realizar
comparaciones sobre los efectos de uno y otro sistema, permite dilucidar la presencia
de efectos inespecificos inherentes al estudio de una o varias secuencias mediante

estos abordajes metodologicos.
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2.2 Hipbtesis

Es posible abatir la expresion de TSPAN33 en la linea celular Raji mediante la delecion

parcial del locus gendmico, utilizando el sistema CRISPR-Cas9.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Eliminar una region del locus de TSPAN33 en la linea celular Raji y aislar clonas

individuales sin la expresion de la proteina.
2.3.2 Objetivos especificos

e Disefiar un par de sgRNA de acuerdo a los criterios mas recientes y que sean
capaces de dirigir modificaciones a todos los transcritos funcionales de
TSPAN33.

e Construccion de los sgRNA mediante alineamiento de cebadores y su posterior
ligacion al vector pSpCas9(BB)-2A-GFP.

e Expansion y clonacion de los vectores de edicidon para su posterior transfeccion
por microporacion a células Raji silvestres.

e Aislamiento mediante FACS y genotipificacion de deleciones en clonas
individuales.

e Fenotipificacién de una clona de células Raiji sin la expresion de TSPAN33.
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¢» Figura 6. Diagrama esquematico del flujo de trabajo para la ediciéon genémica dirigida con el sistema CRISPR-Cas9 en
la linea celular linfoblastoide humana Raji.
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3.2 Anticuerpos, medios de cultivo y células

La linea celular humana Raji silvestre fue proporcionada por el laboratorio del Dr.
Leopoldo Santos Argumedo, adscrito al Departamento de Biomedicina Molecular,
CINVESTAV-IPN, Ciudad de México. Todos los cultivos celulares fueron mantenidos
en medio RPMI1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (HyClone®)
inactivado, 100U/mL de penicilina G, 100ug/mL de sulfato de estreptomicina,
0.3mg/mL de L-Glutamina y 1mM de piruvato de sodio (todos de Gibco®). Los cultivos
bacterianos fueron mantenidos en medio Luria-Bertani (Sigma®) sélido y liquido, en
algunos casos suplementado con 100ug/mL de ampicilina (Sigma-Aldrich®). Los
anticuerpos anti TSPAN33 fueron obtenidos de BioLegend® (SA171H2) y AbCam®
(ab79130); los anti-Tubulina (C4) de Santa Cruz®.

3.3 Delecion de TSPAN33 en humanos

El locus de TSPAN33 se localiza en el cromosoma 7 y presenta un arreglo exén-intrén
conservado en vertebrados. Por otro lado, este locus codifica para 4 transcritos
distintos, de los cuales tres son formas no-codificantes con funciones desconocidas y
solo uno corresponde al MRNA que codifica para la proteina; ademas, existen cuatro
variantes reconocidas del mismo (Figura 7). Para dirigir las escisiones hacia todas las
isoformas funcionales de TSPAN33 sin afectar otros transcritos, fueron disefiados
SgRNA especificos para los exones 2 y 3 del locus (Figura 8Ay 13A; Tabla 3). Estudios
previos utilizando este acercamiento han demostrado la ocurrencia de varios
escenarios durante el tratamiento con CRISPR-Cas9, incluyendo: deleciones exactas,
indels en los sitios de corte individuales e inversiones completas (Figura 8B). Para
detectar los cambios derivados del tratamiento con CRISPR-Cas9, fueron disefiados
cebadores para PCR que flanquearan el sitio de la delecion y otros al interior de la
misma (Tabla 2). Por lo tanto, con la aparicion/desaparicion de los amplicones
correspondientes fue posible detectar los tipos de modificaciones realizadas, a
excepcion de los indels méas pequefios (Figura 13D). Sin embargo, el objetivo de este
trabajo se centrdé en la obtencién de clonas con deleciones completas capaces de
inhibir la expresion de TSPAN33.
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Figura 7. Locus cromosémico de TSPAN33 en humanos. En el panel superior se muestra un
esquema representativo del cromosoma 7, con sus diferentes bandas en ambos brazos y se marca la
localizacion exacta de TSPAN33 dentro del recuadro rojo. En el panel inferior se muestra un
acercamiento a la region marcada y se muestran: la localizacion exacta del locus, las diferentes
isoformas del MRNA en humanos de acuerdo a la base de datos RefSeq/ENA, la anotacion de los genes
y transcritos en humanos de acuerdo al GENCODE29, asi como el % de GC en la region analizada.
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Figura 8. Esquema de delecion y deteccion de cambios en TSPAN33. A. En la parte superior se
muestra un esquema representativo de la proteina TSPAN33 y sus dominios caracteristicos. En el panel
de en medio se muestra la organizacion exon-intrén del gen y las tijeras demarcan los dos sitios de
delecion propuestos. En el panel inferior se muestra la configuracién final del locus después de la
edicion. B. Esquemas representativos de los diferentes escenarios de edicién al utilizar dos sgRNA
paralelos. Con el patron de puntos se demarca al exén 2, el de rayas al exdn 3 del gen y las regiones
en color solido indican indels aleatorios. Entre las flechas verdes se marcan los sitios de amplificacion
flanqueando la delecién, entre flechas azules al interior de la misma y a la derecha, el tamafio del
amplicon esperado en caso de edicion.
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3.3.1 Diseio de sgRNA y construccion de vectores

Para la edicion fue utilizado el plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP, el cual codifica una
forma optimizada de la Cas9 de S. pyogenes bajo el promotor CBh. Ademas, se
encuentra unida a la proteina verde fluorescente (GFP) mediante un péptido “auto
escindible” (2A); esta funcionard como reportero de expresion del cassette génico. El
disefio de los sgRNA fue realizado introduciendo las secuencias putativas de los
exones 2y 3 de TSPANS33 (transcrito: ENST00000486685.2) en la herramienta para la

identificacion de sitios no repetidos CRISPOR (http://crispor.tefor.net/). En los ajustes,

fue seleccionado el ensamble del genoma humano mas reciente y la blusqueda de
proto-espaciadores del tipo “NGG”. De la lista de sgRNA candidato fueron
seleccionadas las secuencias “TGGCTGTGGGTGTCTACGCT-CGG” localizadas en
el exon 2y “GAGGCAGATGTTCTCGCGGA-GGG” en el exon 3.

Para la generacion y ligacion de los sgRNA al vector, fue solicitada la sintesis de
oligonucledtidos segun las secuencias anteriores, asi como su forma antiparalela
correspondiente (Figura 9; Tabla 3). Es importante sefialar, que debe omitirse la
introduccién del proto-espaciador NGG; ademas, fue incluido el sitio de restriccién para
la enzima Bbsl en el extremo 5’ de cada oligonucleétido. Posteriormente, se realizo el
alineamiento de los oligonucle6tidos por rampa de temperatura al someter una mezcla
equimolar (100mM) de cada oligonucleétido a un ciclo de 95°C por 5min y un posterior
descenso hasta los 25°C a un ritmo de 5°C/min. De forma paralela, se realiz6 una
digestion enzimatica al vector pSpCas9n(BB)-2A-GFP con la enzima Bbsl de acuerdo
a las condiciones descritas en la siguiente seccién. El producto fue separado por
electroforésis en gel de agarosa y purificado a partir de la banda observada siguiendo
el protocolo del QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®). Posteriormente, tanto los
SgRNA en forma de duplex (2uL de una dilucion 1:200) y el vector previamente digerido
(100ng) fueron sometidos a una reaccion de ligacion con la enzima T4 ADN ligasa
(Thermo®), aplicando las condiciones indicadas por el fabricante. Finalmente, el
producto de la ligacion fue transformado a bacterias competentes siguiendo el

protocolo descrito en la siguiente seccion.
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Figura 9. Esquema de ligaciéon al vector pSpCas9n(BB)-2A-GFP (PX461). En la parte superior se
muestran la forma alineada de los sgRNA disefiados de acuerdo a las secuencias obtenidas e
incluyendo el sitio de restriccion para Bbsl en el extremo 5. En la parte inferior se muestra un diagrama
representativo del vector y un acercamiento al sitio de clonacion en el que se introdujeron los sgRNA.
Ademas, en color rojo se indica la secuencia conservada del sgRNA que funciona como andamio para
la unién de Cas9, asi como, la localizacion de los diferentes elementos del vector, incluyendo: el
promotor U6 para el sgRNA, el promotor CBh para Cas9, las sefiales de localizacién a nicleo (NLS), la
enzima SpCas9, el péptido auto escindible 2A, el reportero GFP, la sefial de poly-adenilacion y un
cassette de resistencia a ampicilina (AmpR) para expansién en vehiculos bacterianos.

3.3.2 Clonacion de construcciones

Los vectores fueron transformados por choque de temperatura en células competentes
E. coli OneShot TOP10 (Invitrogen®). Para esto, 50-100ng de ADN fueron agregados
a alicuotas de 50uL de bacterias competentes recién descongeladas, se mezclaron
delicadamente e incubaron en hielo por 30m. Al término, fue realizado un choque
térmico de 30 segundos a 42°C, sin agitacion e incubando en hielo nuevamente por
5m. Después, fueron agregados 950uL de caldo LB e incubaron a 37°C con agitacion
por 1h. Las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion a 13,500rpm por 2m,
resuspendidas en 100uL de caldo y el volumen total fue inoculado en cajas de Petri
con medio LB-agar suplementado con ampicilina a 150ug/mL y fueron incubadas a
37°C por 16h.
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Cinco colonias de transformantes positivos fueron seleccionadas, inoculadas en 5mL
de caldo LB suplementado con ampicilina e incubadas a 37°C con agitacion por 18h.
Posteriormente, el ADN plasmidico de estos cultivos fue extraido siguiendo el protocolo
descrito para el AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen®). Las muestras obtenidas
fueron sometidas a un analisis con enzimas de restriccion para comprobar la
identificacion del plasmido de interés. Para la expansion final, una de las colonias con
un patrén de restriccion correcto fue seleccionada, inoculada en 150mL de caldo LB
con antibiético e incubada a 37°C por 24h. Posteriormente, el ADN plasmidico se
extrajo del cultivo siguiendo el protocolo descrito para el AxyPrep Plasmid Midiprep Kit
(Axygen®). Todas las muestras fueron cuantificadas por espectrofotometria UV con el

equipo NanoDrop (Thermo Scientific®).
3.3.3 Comprobacion de construcciones por secuenciacion y restriccion de ADN

Para comprobar la integridad de los plasmidos obtenidos en los pasos anteriores fue
llevado a cabo una digestién con las endonucleasas de restriccion Sacl y Notl (ambas
de New England Biolabs®). Las reacciones fueron preparadas con 2uL de
amortiguador comercial NEBuffer 10X suplementado con albimina sérica bovina
(especifico para cada enzima), 5U de cada enzima, 1ug de ADN plasmidico y agua
inyectable en un volumen total de 20pL. La digestion fue realizada incubando a 37 °C
por 90m y las enzimas inactivadas a 60°C por 20 m. La seleccion de los buffers se
realizé de acuerdo a la herramienta Double Digest Finder (New England Biolabs®,

http://66.155.211.155/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp). Todas las muestras

de ADN fueron separadas por electroforésis en gel de agarosa al 1% con amortiguador
TAE (Tris 40mM, acido acético glacial 20mM, EDTA 1mM y pH 8.3). Las condiciones
de separacion fueron de 75V por 45m. Los geles fueron tefiidos con 0.5ug/mL del
colorante comercial SYBR Safe (Thermo®) y observados en un fotodocumentador
Chemidoc MP (Bio-Rad®).

3.4 Transfeccion y aislamiento de clonas individuales

El vector purificado en los pasos anteriores fue transfectado por electroporacion a
células Raji silvestres usando el sistema de transfeccion Neon (Thermo Scientific®).

Para lo anterior, células de un cultivo de alta densidad fueron colectadas por
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centrifugacion a 1500rpm por 5m y resuspendidas en 1mL de PBS estéril, para conteo
en hematocitometro y determinacién de viabilidad con el colorante azul de tripano al
10%. Alicuotas de 2.5x10° células viables fueron resuspendidas en 10uL de
amortiguador “E” para electroporacion frio y mezcladas con 1ug de una mezcla
equimolar de ambas construcciones. Enseguida, las células fueron electroporadas
bajo diferentes condiciones de voltaje, tiempo y nimero de pulsos. Se permitié la
recuperacion y expresion de las construcciones incubando por 48h en RPMI1640

suplementado con 20% de SFB y sin antibiéticos. Transcurrido ese periodo, las células

GFP+ fueron aisladas clonalmente con un separador celular activado por fluorescencia
FACS Aria (Becton Dickinson®) en cajas de 96 pozos con 200uL de medio de cultivo
suplementado y permitiendo su proliferacion final durante 20 dias antes de ser

expandidas en volumenes superiores para su tipificacion.

3.5 Genotipificacion mediante PCR genémico

Para poder comprobar la efectividad del corte, cebadores flanqueando regiones al
exterior y al interior de los sitios de corte fueron disefiados para su andlisis por PCR
(Tabla 2). Mediante este acercamiento, fue posible la deteccion de varias
combinaciones de amplicones y asi caracterizar la presencia de cambios derivados del
tratamiento con los vectores (Figura 13D). Inicialmente, el material genético de 1x10°
células Raji silvestres tratadas o no con los vectores fue extraido utilizando el
amortiguador comercial DNAzol (Invitrogen®), siguiendo los protocolos del fabricante y
resuspendiendo en un volumen adecuado de agua libre de nucleasas. La integridad
de las muestras fue corroborada mediante electroforésis en gel de agarosa al 0.75% y
utiizando las mismas condiciones de separacién descritas previamente. Las
reacciones de PCR fueron preparadas con los cebadores indicados (100uM) y el ADN
genomico (50ng) extraido como templado. La concentracion del resto de los
componentes (amortiguador, dNTP’s, MgCl2) fue utlizada de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, para la enzima recombinante Taq polimerasa (Thermo®).
Los ciclos de temperatura del termociclador fueron definidos de acuerdo a protocolos
estdndar para desnaturalizacién a 95°C, amplificacibn a 72°C, considerando una
polimerizacion de 1kb/min e incluyendo una temperatura fija de 60.5°C o un gradiente
de 58 - 61°C durante el alineamiento de los cebadores (Figura 13B).
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Tabla 2. Secuencia y propiedades fisicas de los cebadores utilizados para la deteccién de
cambios en el locus de TSPAN33.

Amplicon AT33(-)
Auto- Auto-comp
Secuencia 5'-3' Tamaiio Tm GC% comp. 3
Sentido GCAGAGAGTCATCAAGGGCT 20 59.46 55 3 2
Antisentido  GTTAAGGGGAGGCAGTACCC 20 59.48 50 4 0
Amplicon AT33(+)
Auto- Auto-comp
Secuencia 5'-3' Tamaiio Tm GC% comp. 3
Sentido GGGGAGGTGAAAGATGCTCA 20 59.38 55 3 2
Antisentido GTCTAGGACCACTCATGGCA 20 5838 55 4 3

3.6 Tinciones por inmunofluorescencia para citometria de flujo

Las tinciones para citometria de flujo fueron realizadas con anticuerpos especificos
contra TSPAN33 y en general, células Raji en suspension (min. 1x10° células) fueron
colectadas por centrifugacion, resuspendidas en PBS vy fijadas con paraformaldehido
al 4%. En algunos casos, las membranas celulares fueron permeabilizadas incubando
las células por 5m en 1mL de Triton X-100 al 0.1% en PBS y un lavado posterior.
Enseqguida, las células fueron incubadas en hielo por 20m con los anticuerpos
anotados previamente y utilizando las cantidades recomendadas por el fabricante.
Adicionalmente, fue realizada una segunda incubacién con un anticuerpo secundario
anti-lgG de ratén acoplado al fluorocromo TRITC. Por ultimo, las células fueron lavadas
con PBS y resuspendidas en tubos de poliestireno para su posterior analisis con el
citometro de flujo Accuri C6 (BD®).

3.7 Deteccidon de proteinas por Western blot

No menos de 1x10° células fueron colectadas y lisadas incubando por 30m a 4°C en
amortiguador para ensayos de radio inmunoprecipitaciéon (RIPA), adicionado con
Triton-X100 al 1% e inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche®). Enseguida, fue
realizado un aclarado por centrifugaciéon a 14,000rpm. Las concentraciones proteicas
de los sobrenadantes obtenidos fueron cuantificadas mediante la técnica colorimétrica
de Biuret modificada con acido bicinconinico, utilizando el Pierce BCA Protein Assay
Kit (Thermo®). Para determinar la presencia de moléculas especificas en estas
fracciones, cantidades iguales de proteina fueron separadas en geles de poliacrilamida

al 4% (SDS-PAGE) (Invitrogen®) y las condiciones utilizadas fueron 4h y 100V. Para la
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electro-transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad®) se
aplicaron 100V durante 1h. Las membranas anteriores fueron bloqueadas durante 2h
en amortiguador PBS suplementado con detergente Tween20 al 0.1% (v/v) y albumina
sérica bovina (Sigma®) al 1% (p/v). Posteriormente, fueron incubadas con diluciones
1:1000 de los anticuerpos descritos en la seccion anterior por 18h a 4°C y agitacion
orbital constante. Terminado el tiempo, fueron realizados varios lavados extensivos
con el amortiguador PBS-Tween. Enseguida, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos secundarios anti-lgG de raton unidos a HRP y lavadas nuevamente, para
su revelado con el SuperSignal West Femto Substrate Kit (Thermo®) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Todas las membranas fueron analizadas con un
Chemidoc MP (Bio-Rad®).

3.8 Estimacion de frecuencias de delecién y equilibrio Hardy-Weinberg

Para estimar las frecuencias de delecidon en funcidon del tamafo de las modificaciones

[f (x)], fue aplicada la regresidn no-lineal siguiente:
Formula 1l: f(x) = k1 + k2(x)*3

Donde (x), es el tamario de la delecion que se planearealizar y k1/ k2/ k3 representan
constantes experimentales determinadas con anterioridad y tienen valores de: -2.84,

41.41 y 0.36 respectivamente (Canver et al. 2014).

El principio Hardy-Weinberg es una de las herramientas mas importantes y Gtiles en la
genética de poblaciones particularmente, para la determinacion de cambios en
frecuencias para alelos especificos, en poblaciones finitas, con o sin algun tipo de
presién de seleccion [ej. determinacién de genotipos en poblaciones afectadas por
anemia falciforme y malaria; (Taiwo, Oloyede y Dosumu 2011)]. En este sentido, la
introduccion de una delecion en el locus de TSPAN33 conlleva a la generacion de un
alelo alternativo (ATSPAN33) con distribucion mendeliana después de n generaciones
de duplicacion celular. Siguiendo este orden de ideas, para este caso la frecuencia con
gue ocurra una delecion o cambio sera igual a la frecuencia alélica de ATSPAN33. Por
lo tanto, para un locus bialélico sencillo compuesto de alelos TSPAN33 silvestres como

“‘A”y alelos ATSPAN33 como “a”, podran existir tres posibles genotipos: AA, Aa y aa.
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Las frecuencias alélicas de una poblacidén son representadas tradicionalmente con los
simbolos p=A y g=a. De la misma forma, se asume que la suma de las frecuencias
alélicas para un locus con n numero de alelos representaran el total del pool genético
de dicho locus en una poblacion finita. Por lo tanto, para un locus bialélico con los

alelos p y g respectivamente:
Formula2: p+g=1

Por consiguiente, en base a la frecuencia delecién determinada con la Formula 1 es
posible definir el valor de q (ATSPAN33) y a partir de la Formula 2, obtener el valor de
p (TSPAN33; p=1- q). De acuerdo al principio Hardy-Weinberg, para un locus bialélico
dentro de una poblacién finita y en ausencia de presiones de seleccion, las frecuencias
genotipicas generadas por los alelos p+q seran estables en el tiempo y determinadas

por la ecuacion cuadratica siguiente:
Formula3: p?+2pq+q?=1

La representacion grafica de las frecuencias genotipicas respecto a las frecuencias

alélicas de p y q, se muestran a continuacion (Figura 10):
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Figura 10. Distribucién de frecuencias genotipicas en una poblacién en equilibrio Hardy-
Weinberg. En el eje vertical se muestra la distribucion de las frecuencias genotipicas correspondientes
para cada uno los genotipos AA (azul), Aa (rojo) y aa (verde) en una poblacién que cumple todos los
criterios del equilibrio Hardy-Weinberg. En los ejes se muestran las fre3cuencias para cada genotipo.

3.9 Anadlisis estadisticos

Para evaluar diferencias significativas entre grupos de datos, fueron realizadas
pruebas de analisis de variancia con disefios completamente aleatorizados y una
ANOVA de dos vias. Se considerd una diferencia significativa a partir de valores de

p<0.05. Los valores, numero de repeticiones, asi como el numero de células (n)
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utilizadas en cada andlisis se mencionan en los pies de figura. Los resultados estan

presentados como la media +/- la desviacion estandar.

Para analizar diferencias significativas entre la distribucion de frecuencias genotipicas
observadas y las obtenidas en los experimentos, fue realizada una prueba de bondad
de ajuste a la distribuciéon de X? para los equilibrios obtenidos. Se consideré una
diferencia significativa, si los valores de X2 calculados eran superiores a los reportados

en tablas para una p<0.05.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS Y DISCUSION

41 RESULTADOS
41.1 Diseio de sgRNA para TSPAN33

El objetivo principal de este trabajo fue la edicion gendémica del ORF que codifica para
TSPANSS3 en la linea celular linfoblastoide Raji. Dos sgRNA dirigidos a los exones 2 y
3 del gen en cuestidn fueron disefiados y las secuencias seleccionadas de acuerdo a
criterios optimizados para minimizar la inespecificidad y maximizar la actividad del
sistema en lineas celulares humanas. Para esto, se utilizé la herramienta digital

CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) en la que se integran diferentes algoritmos para la

evaluacion de ambos parametros en los sgRNA candidatos (Haeussler et al. 2016). Al
introducir las secuencias putativas de los exones 2 (58bp) y 3 (128bp) de TSPAN33
(transcrito: ENST00000486685.2) se obtuvieron 4 y 21 secuencias de sgRNA
candidatos para cada exon respectivamente. En base a las propiedades calculadas
para cada sgRNA, fue seleccionada una secuencia candidato para cada exén y se
sintetiz6 cada una de ellas en forma de oligonucleétidos antiparalelos con su respectivo
sitio de restriccion (Tabla 3). Ademas, todos los blancos inespecificos de cada guia
fueron revisados, encontrando que ninguna de las dos guias presentaba
inespecificidad por sitios con un nucleétido desapareado y solo en el caso del sgRNA-
T33EX2 se detectaron 3 blancos con dos nucleétidos desapareados. Cabe sefialar,
gue ninguno de estos blancos inespecificos supone algun elemento esencial para la

viabilidad y/o proliferacién celular, siendo en su mayoria secuencias no codificantes.

Tabla 3. Propiedades de especificidad y actividad de las secuencias utilizadas como sgRNA para
la edicion de TSPAN33.

) indice de .
S Secuencia homoloaa Indice de # Loci Inespecificos delecion Indice de
] 9 especificidad Inespecificos 0-1-2-3-4 p/micro efectividad
homologia
2 TGGCTGTGGGTGTCTACGCTCGG 87 128 0-0-3-8-117 5-65pb 54
3  GAGGCAGATGTTCTCGCGGAGGG 90 78 0-0-0-17-61 4-71pb 59

Exdn, ndmero de exoén en el locus de TSPAN33 al que se dirige el sgRNA; Secuencia homologa, secuencia
nucleotidica en sentido 5’-3' homologa a la secuencia del locus; indice de especificidad, calculo tedrico de la
especificidad del sgRNA de acuerdo a un algoritmo base por base (Hsu et al. 2013); # Loci Inespecificos, nUmero
de blancos inespecificos con desapareo de 0 hasta 4 nucleétidos; Inespecificos 0-1-2-3-4, nimero de blancos
inespecificos de acuerdo a 0-1-2-3-4 nucledtidos desapareados; indice de delecion por micro homologia, tamafio
estimado de los indels por micro homologia en los sitios de corte (Bae et al. 2014); indice de efectividad, calculo
tedrico de la actividad del sgRNA de acuerdo a dos algoritmos base por base (Doench et al. 2016, 2014).
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4.1.2 Construccién de vectores pSpCas9(BB)-2A-GFP: TSPAN33

Los sgRNA fueron alineados y ligados al vector pSpCas9(BB)-2A-GFP siguiendo un
protocolo publicado previamente (Ran et al. 2013). Dichas construcciones fueron
expandidas en una cepa comercial de bacterias competentes y sometidas a seleccion
positiva por resistencia a ampicilina. Se obtuvo una eficiencia de transformacion de
124UFC/ugapn para el sgRNA-T33EX2 y 386UFC/ugapn para el sgRNA-T33EX3
(Figura 11A). Como control positivo se transformé al vector vacio y como control
negativo el vector digerido. Para validar la introduccion de las construcciones en el
vehiculo bacteriano, cinco colonias positivas de cada vector fueron expandidas y el
ADN plasmidico extraido por lisis alcalina para ser probado mediante digestion paralela
con las enzimas de restriccion Notl y Sacl. Las construcciones presentan uno y dos
sitios de restriccion para cada enzima respectivamente. Posteriormente, un mutante
por cada construccion fue seleccionado, expandido en cultivo a una escala adecuada
para ensayos de transfeccion (1-2ug/ul) y la insercién de la secuencia corroborada

mediante secuenciamiento Sanger (Figura 11B/C).

A

Control Ex6n2 Exon3

Exn2 Exon3

C Exon2 Exon3

1 1 1 1 P P I T T 1 1 1 1 | 1. MU I I
Plasmido: GGACGAAACACCGTGGCTGTGGGTGTCTACGCTGTTTTAGAGC  Plasmido: GGACGAAACACCGGAGGCAGATGTTCTCGCGGAGTTTTAGAGC

Lectura: —  GGACGAAACACCGTGGCTGTGGGTGTCTACGCTGTTTTAGAGC  Lectura: =  GGACGAAACACCGGAGGCAGATGTTCTCOGCGGAGTTTTAGAGC
Guia: — TGGCTGTGGGTGTCTACGCT Guia: — GAGGCAGATGTTCTCGCGGA

Figura 11. Construcciéon de vectores pSpCas9(BB)-2A-GFP dirigidos al locus de TSPAN33. A)
Seccion macroscoépica del cultivo de transformantes en placas con agar LB-kanamicina. Control, células
transformadas con los productos de digestion del vector pSpCas9(BB)-2A-GFP tratado con la enzima
Notl; Exdn2, mutantes transformados con la construccion T33EX2; Exon 3, mutantes transformados con
la construccién T33EX3. B) Digestion enzimatica de las construcciones con las enzimas Notl y Sacl.
Columna (+), vectores tratados con la enzima correspondiente; columna (-), vectores sin tratar. C)
Secuenciacion Sanger de las construcciones. Plasmido, secuencia esperada segun disefio in-silico;
lectura, secuencia obtenida; guia, secuencia del sgRNA deseado. Unicamente se muestran las
secuencias de la hebra 5’-3".
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4.1.3 Microporacion celular

Para la introduccion de las construcciones en la linea celular Raji fue elegido un
método de electroporacion optimizado para la obtencién altas eficiencias de
transfeccion en volumenes pequeiios y con bajos niveles de citotoxicidad (Figura 12A;
Brees y Fransen, 2014). El procedimiento de microporacion fue estandarizado
probando las condiciones recomendadas por el fabricante para esta linea celular y dos
variantes de la misma. Al evaluar la eficiencia de transfeccion detectando la
fluorescencia de GFP por citometria de flujo, se encontré que, una disminucién directa
del voltaje no promueve la adquisicion y/o expresion del vector (Figura 12B). Sin
embargo, un aumento en el numero de pulsos (2), acompafiado de una disminucion
del tiempo, puede aumentar la eficiencia de transfeccidén de forma significativa respecto

a las condiciones recomendadas por el fabricante para esta linea celular (Figura 12C).

A B Condiciones

(Voltaje, tiempo, pulsos)
I: 1300V, 30us, 1 pulso Il: 1350V, 30us, 1 pulso Iz 1350V, 20us, 2 pulsos

Puntalelectrédo
de oro

Conteo de
células
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electrolitico
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Figura 12. Microporacion de células Raji. A) Diagrama esquematico del proceso de electroporacion
modificada en el equipo Neon® (Thermo Scientific®). B) Eficiencia de transfeccion en células Raji
transfectadas con una mezcla 1:1 de ambas construcciones pSpCas9(BB)-2A-GFP, evaluada mediante
la fluorescencia de GFP por citometria de flujo. C) Comparacion estadistica de las eficiencias de
transfeccion (media +/- s.d.) en las diferentes condiciones utilizadas. N=2 - 4 repeticiones por condicion;
*n < 0.05, **p < 0.01.
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41.4 PCR gendémico para deteccidon de deleciones

Para corroborar la delecién del segmento deseado, la region de interés fue amplificada
por PCR utilizando cebadores apropiados, el primero flanqueando la region eliminada
(AT33(+), control positivo) y el segundo una seccién al interior de la misma (AT33(-),
control negativo) (Figura 13A). De esta forma, fue posible identificar aquellas clonas
en las que efectivamente se elimind la region deseada de forma hetero- u
homocigotica. Primero, la técnica de extraccion de ADN fue estandarizada analizando
la integridad del material gendmico mediante electroforésis en gel de agarosa,
observando bandas de peso y densidad similares sin importar el tratamiento (Figura
13C). Enseguida, las condiciones de PCR fueron optimizadas a partir del ADN
gendmico extraido de células silvestres y aquellas tratadas con los vectores previo al
aislamiento clonal. La PCR fue estandarizada aplicando un gradiente de temperatura,
los cebadores indicados anteriormente y el ADN de ambos tratamientos como
templado (Figura 13B).

En el caso de los cebadores AT33(+), fue posible detectar el producto esperado con
un peso aproximado de 1500 pb en las células silvestres. De forma interesante, en las
células tratadas con los vectores, fue posible observar bandas de aproximadamente
450 — 550pb, correspondientes al fragmento editado (446pb). Sin embargo, al utilizar
una Tmde 58 o0 59°C también fue posible detectar varios productos inespecificos de
100 — 500pb en ambos tratamientos. Con la excepcién de un producto de 100pb, la
amplificacion de los productos inespecificos disminuyd al aumentar la temperatura
(Figura 13D). En el caso de los cebadores AT33(-), fue posible detectar un producto
de aproximadamente 300pb en todas las temperaturas y ambos tratamientos. En base
a los resultados obtenidos, la Tm se fijé en 60.5°C para el resto de las amplificaciones

de este tipo.
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Figura 13. Estandarizacion del analisis molecular de la region genédmica editada. A) Estrategia de
amplificacion de la regién gendmica por PCR. Las lineas rojas marcan los sitios de corte de los sgRNA
disefiados y los triangulos indican las posiciones relativas de los cebadores utilizados en la
amplificacién. B) Condiciones utilizadas para la amplificacion con gradiente de temperatura. C) Muestras
de ADN gendmico extraido de células tratadas y sin tratar con los vectores de ediciébn genémica. D)
Productos de PCR obtenidos utilizando los cebadores y condiciones descritas para amplificar la region
gendmica en células con (derecha) o sin el tratamiento (izquierda).
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4.1.5 Estimacion de deleciones y genotipos para el aislamiento de clonas

Segun estudios realizados con una libreria de sgRNA capaz de generar multiples
deleciones, existe una relacion inversamente proporcional entre el tamafio y la
frecuencia de la misma (Canver et al. 2014). De acuerdo con estos datos y la ecuacion
descrita, las eficiencias esperadas para deleciones de 100 — 2000bp fueron evaluadas,
encontrando que la eficiencia esperada para una delecion de 815bp en el locus de
TSPANS3 es de 42.03% (Figura 14A). De acuerdo a este escenario ideal y siguiendo
el principio de distribuciones alélicas para una poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg,
fue posible estimar el nimero minimo de individuos (n=8) que deben aislarse para

observar al menos 1 mutante con un genotipo homocigoto (TSPAN33”) (Figura
14BJ/C).

A B

..+  CRISPRCaso
90 ¢ TSPA'_“,:_;:; / vs TSP'A_NJJ-—_ Poblacién
pr ) == Raji
c ATSPAN33
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5 20| p=0.5797
o H 7 /] 7 7]
@ 10 - q=0.4203
- 0 T T T r r Genotipos: +/+ +/- -
0.1 0.25 0.5 0.75 1 1.5
Individuos 3 4 1 n=8
Tamafio de delecion (kb) esperados:
97 140 51 n=288

Figura 14. Frecuencia de deleciones y estimacion de genotipos esperados. A, La frecuencia de las
deleciones gendmicas dependen inversamente del tamafio de la misma. Evaluacion de la frecuencia de
delecion esperada en deleciones 0.1 a 2.0kb de acuerdo a la funcion no lineal descrita en materiales y
métodos. B, Diagrama representativo sobre la generacién de genotipos por deleciones genémicas en
células Raji. C, Estimacién de individuos con diferentes genotipos de acuerdo al equilibrio Hardy-
Weinberg. Asumiendo que la frecuencia de delecién estimada es igual a la frecuencia alélica de
ATSPAN33 (gq=0.4203 en deleciones de 0.8kb), se estimdé el nimero aproximado de genotipos

observables en poblaciones de 8 y 288 individuos segun la ecuacién cuadratica descrita en materiales
y métodos.
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4.1.6 Aislamiento de clonas individuales y genotipificacion por PCR

El aislamiento de clonas individuales fue realizado de forma automatizada con un
FACS y partiendo de un cultivo celular previamente transfectado. Fueron realizados 3
aislamientos de 96 clonas cada uno (285 total), de las cuales, 20 dias después fueron
recuperadas 22 clonas viables, es decir, un 8% de supervivencia promedio (Tabla 4).
Las clonas aisladas fueron tipificadas mediante la PCR descrita, pudiendo identificar
genotipos particulares en 19 de las 22 clonas (Figura 15). En el caso de los cebadores
AT33(+) fue posible observar patrones de bandeo diferentes segun la clona analizada,
mostrando deleciones de entre 100 — 800pb en al menos uno de los alelos, siendo
AT33-005 la clona con la delecion mas grande (region, Delecion (+)). En todos los
casos fue posible detectar la presencia del amplicon AT33(-), implicando la presencia
de alelos sin deleciones completas (regién, Delecion (-)). Segun los genotipos
observados, se obtuvieron: 3 clonas sin deleciones detectables, 19 con deleciones
monoalélicas y 0 con deleciones bialélicas. De acuerdo con esto, fueron generados
cambios en 19 de los 44 alelos disponibles en las 22 clonas aisladas, es decir una
frecuencia de delecion de 0.4310 o eficiencia del 43.10%. En base a esta frecuencia
de delecién, también fueron calculadas las frecuencias genotipicas estimadas para
una poblaciéon en equilibrio y mediante una prueba de bondad de ajuste a X?, fue
determinada una desviacion significativa del equilibrio hacia la formacion de mutantes
heterocigotos TSPAN33*" (y?=12.71; Tabla 5).
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Tabla 4. Aislamiento clonal de células tratadas con los vectores de edicion.

st ey Supervvencia_e0cne?
1 96 9/7 10% 0.3805
2 94 717 8% 0.5000
3 95 6/5 6% 0.4105
Promedio 285 22/19 8% 0.4310

Clonas aisladas, nimero de células vivas depositadas individualmente por el FACS; Clonas viables, nimero de
clonas capaces de mantenerse en cultivo a los 20 dias de aislamiento; Mutantes aislados, nimero de clonas con
ediciones gendémicas segun andlisis por PCR; Supervivencia, % de clonas viables respecto a clonas aisladas;
Frecuencia delecion, frecuencia de delecion segun los genotipos observados en las clonas con edicién positiva

Tabla 5. Estimacion de genotipos de acuerdo a la frecuencia de delecién calculada con

respecto al nimero de mutantes observados.

p=0.5690
q=0.4310

ARRLRRRS
ARRLRRRS

Genotipos: +/+

-
1

Individuos 7
esperados:

Individuos 3
observados:

Genotipos, combinaciones alélicas posibles; Individuos esperados, nimero de individuos estimado para una
poblacién de 22 individuos en equilibrio Hardy-Weinberg y con una frecuencia alélica para ATSPAN33 igual a la
frecuencia de delecion calculada a partir de la genotipificacion de las clonas viables aisladas (g = 0.4310); Individuos
observados, nimero de individuos observados para cada genotipo segin la genotipificacién por PCR y después

del tratamiento con los vectores de edicion.
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Figura 15. Deteccion de clonas con deleciones en el locus genémico de TSPAN33. Electroforésis
de la PCR realizada en clonas individuales. Los tres aislamientos se muestran siguiendo un orden
descendente. En la parte de arriba de las imagenes se muestran los nombres asignados a las clonas;
en la inferior, se indica el grupo de cebadores AT33 utilizado. La flecha blanca sefiala al amplicon
AT33(+) de un alelo silvestre; la region en corchete, muestra los amplicones en aquellos alelos con
deleciones. La flecha negra, indica el amplicon AT33(-) en los alelos sin editar o con alteraciones
parciales. Las bandas inespecificas se indican en la region enmarcada con una linea recta.
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4.1.7 Fenotipificacion de la clona AT33-005

En base a los resultados anteriores, la clona AT33-005 fue seleccionada para
fenotipificacion mediante la evaluacion de la expresion proteica de TSPAN33 por
western blot y citometria de flujo. En este sentido, fueron utilizados dos anticuerpos
comerciales capaces de reconocer epitopos diferentes en TSPAN33 y que son
aplicables segun el estudio a realizar. En el caso del andlisis por western blot, fue
posible detectar una disminucion en la expresion de aproximadamente 96% (Figura
16A). De forma interesante, al evaluar los niveles totales de TSPAN33 con un
anticuerpo monoclonal y a nivel de células individuales por citometria de flujo, fue

posible observar una disminucion de aproximada al 40% (Figura 16B).
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Figura 16. Fenotipificacion de la delecion del locus de TSPAN33 en la clona AT33-005. A.
Izquierda, andlisis mediante Western blot de la expresiéon de TSPAN33 total en células Raji silvestres
(T33-WT) y la clona AT33-005. Se revelo a la tubulina como control de carga. Derecha, cuantificacién
de la densidad optica relativa al control silvestre y normalizada con el control de carga. B. Izquierda,
histograma representativo de la expresién de TSPAN33 total (histogramas color negro) evaluada por
citometria de flujo, en las mismas células. Como control de especificidad, se evaluo la fluorescencia de
células incubadas con anticuerpos del mismo isotipo (histogramas color gris). Derecha, cuantificacion
de la intensidad geométrica de fluorescencia relativa al control silvestre y normalizada al valor del control
de isotipo.
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4.2 DISCUSION

Los avances en ingenieria genética ocurridos durante las Ultimas décadas han
permitido el amplio desarrollo de tecnologias para la modificacion de secuencias
especificas en genomas de organismos vivos. A través de diferentes estrategias, estos
acercamientos han sido utilizados para el estudio de la funcion de los genes y sus
elementos reguladores. Dentro del amplio repertorio de herramientas descritas en el
marco previo, la utilizacion de nucleasas modificadas para la introduccién de
escisiones bicatenarias en secuencias especificas, es la estrategia mas utilizada para
la edicion gendmica dirigida en organismos eucariontes (Figura 2). Pero hasta hace
algunos afos, estos acercamientos habian sido desplazados por la RNAiI como
“estandar de oro” para el estudio exclusivo de elementos transcritos en forma de RNA.
Lo anterior, a pesar de presentar limitaciones como, heterogeneidad funcional entre
secuencias utilizadas, asi como efectos y fenotipos inespecificos (Peretz et al. 2018;
Krogan et al. 2009). Sin embargo, con la descripcidén del sistema inmune procariotico
CRISPR-Cas9, y su posterior reingenieria para la modificacion de secuencias
especificas, se ha dado inicio a una nueva etapa en el estudio de los genes (Figura 3).

El objetivo principal de esta seccion se centrd en utilizar el sistema CRISPR-Cas9 para
generar una linea celular humana de linfocitos B (Raji) sin la expresiéon de TSPAN33.
Esta molécula es miembro de la superfamilia de las tetraspaninas, un grupo de
proteinas implicadas en la organizacion de membranas celulares y asociadas con la
manifestacion, desarrollo, tratamiento y resolucion de diferentes patologias, incluyendo
cancer y autoinmunidad (ver seccion). Para llevar a cabo el abatimiento se utilizé una
estrategia descrita previamente, en la que, al generar dos cortes bicatenarios paralelos
se pretende la delecion de la region flanqueada y por tanto, la supresion de sus

funciones (Bauer, Canver y Orkin 2014).

Una de las principales inquietudes en el uso de esta y otras tecnologias de ingenieria
genética, es el efecto de cambios inespecificos inherentes a cada método. En este
sentido, estudios han demostrado que el sistema CRISPR-Cas9 puede generar
fenotipos inespecificos por el uso de diferentes condiciones experimentales y la
secuencia del sgRNA utilizado (Peng, Lin, y Li 2016). Respecto a lo anterior, se ha

demostrado que el uso de guias dirigidas a secuencias exonicas favorece
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significativamente la eficiencia durante la supresion de genes (Doench et al. 2014;
Canver et al. 2014). Por otro lado, los algoritmos para el disefio de sgRNA han sido
optimizados para que no solo cumplan los requerimientos bioquimicos del
reconocimiento de nucleétidos, sino que también promuevan la actividad catalitica de
Cas9 y asi, aumentar la eficiencia del proceso global (Doench et al. 2016, 2014). En
relacion a esto, las secuencias de los sgRNA para TSPANS33 fueron seleccionadas con
atencion a los criterios mas recientes para promover la actividad del sistema en
mamiferos, incluyendo: expresion del sgRNA bajo el promotor U6, seleccion de sitios
en los primeros tres exones del gen, utilizar regiones codificantes cercanas a la union
exon-intrén, seleccidon de secuencias proto-espaciadoras distintas (-TGG, -GGG) y
posicionamiento de nucleétidos en sitios preferentes para favorecer la actividad

catalitica (Figura 8).

Las tetraspaninas tienen secuencias evolutivamente conservadas; especificamente
TSPAN33 forma parte del subgrupo C8, caracterizado por tener mayor homologia en
el bucle extracelular grande, el principal dominio funcional de estas proteinas
(Matthews, et al. 2017). Por lo tanto, para minimizar efectos inespecificos en otros
miembros del subgrupo C8, el abordaje utilizado fue el disefio de sgRNA’s que
flanquearan una region heterogénea de las proteinas. En este caso se eligi6 el bucle
extracelular pequefio, un dominio variable (30% de homologia) entre miembros de la
familia, pero esencial para el plegamiento y expresion de las mismas (Masciopinto et
al. 2001). Cabe sefialar que, aunque los dominios intracelulares de estas proteinas
presentan mayor variabilidad en su secuencia (25% de homologia), estos han
demostrado ser relativamente dispensables para sus funciones y en algunos casos, su

ausencia no afecta la expresion de las mismas (Stipp, Kolesnikova y Hemler 2003).

Otro aspecto importante a tomar en cuenta durante la edicion con CRISPR-Cas9, es
el vehiculo de transferencia para el material genético, ya que la ausencia o baja
frecuencia de deleciones puede ser efecto de una transfeccion ineficiente (Bauer,
Canver y Orkin 2014). Respecto a lo anterior, estudios previos han demostrado que la
electroporacion es el mejor método de baja inmunogenicidad para la transfeccion de
células hematopoyéticas en suspension (Weecharangsan, Opanasopit y Lee 2007).
Particularmente, un estudio observo que la eficiencia del tratamiento con CRISPR-
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Cas9 en la linea celular Raji es de aproximadamente 55% utilizando el mismo método
de microporacion aplicado en este trabajo y <1% con una lipofectamina comercial

modificada para este proposito (Yu et al. 2016).

En relacion al tamafio de la delecidn, se opt6 por realizar un corte menor a 1kb ya que
estudios previos empleando la misma estrategia, describieron una relacion
inversamente proporcional entre el tamafio de una delecién genomica y la ocurrencia
de la misma (Canver et al. 2014). Siguiendo este orden de ideas y asumiendo que
ambos cortes ocurren de forma 100% precisa, fue calculada la distribucion de
frecuencias genotipicas esperada, para dos alelos dentro de una poblacién en
equilibrio Hardy-Weinberg (Meirmans 2019). En este caso patrticular, la distribucion de
los alelos TSPAN33 silvestres y los alelos ATSPAN33 después del tratamiento con
CRISPR-Cas9. Bajo este escenario ideal, fue posible estimar probabilisticamente cual
es el nimero minimo de clonas que debian ser aisladas para observar mutantes con
deleciones bialélicas de un tamafio especifico, es decir, un genotipo homocigoto
TSPAN33” (Zheng et al. 2016; Canver et al. 2014). Para deleciones de hasta 800bp
se estima una frecuencia de delecion alélica aproximada a 0.4, por tanto, el aislamiento
de 8 a 15 clonas es suficiente para la observacién de 1- 3 mutantes con deleciones
en ambos alelos. De acuerdo a lo anterior, con el aislamiento de 285 clonas realizado
en este trabajo, se esperaria la deteccion de al menos 50 mutantes con deleciones
bialélicas. En contraste, los resultados aqui reportados muestran que el nimero de
clonas viables después de la transfeccién fue bajo y por tanto, escapan a la tipificacion
de sus genotipos. Sin embargo, al analizar el genotipo de las clonas viables aisladas
fue calculada una frecuencia de delecion de 0.4310, pero sin observar el niumero
esperado de homocigotos TSPAN33” y detectando una desviacion significativa del
equilibrio hacia la formacidon de heterocigotos TSPAN33*- con deleciones
monoalélicas. En comparacion con trabajos realizados en distintas lineas celulares de
humano, al eliminar fragmentos de tamafios similares con esta técnica se han descrito
frecuencias de: 47% para MIEN1 en 4 lineas celulares de cancer de mama; 33 — 41%
para CDC42, 38% para miR-21y 39 — 52% para CCL2 en células HEK293T; 38 — 43%
para varios tipos de loci codificantes y no codificantes en células MEL (Van Treuren y
Vishwanatha 2018; Zheng et al. 2016; Canver et al. 2014). Finalmente, un estudio
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reciente reportd un modelo celular knock-out para TSPAN33 generado en células
haploides Hapl con el sistema CRISPR-Cas9 y utilizando un sgRNA con la misma

secuencia dirigida al exén 3 reportada en este estudio (Shah et al. 2018). Cabe

mencionar que, la variabilidad en la eficiencia de corte es afectada por factores como:
las secuencias de sgRNA utilizadas, las dosis transfectadas, el trasfondo epigenético
de la region gendmica en cuestion, el tipo celular utilizado y la ploidia del gen de interés
(Doench et al. 2014; Canver et al. 2014). Por lo tanto, los datos aqui mostrados
demuestran que el sistema CRISPR-Cas9 y los sgRNA seleccionados tuvieron la
eficiencia de delecidbn esperada. Sin embargo, de acuerdo a los postulados del
principio Hardy-Weinberg, por distribucion probabilistica la ausencia de homocigotos
TSPAN33” sugiere la implicacion de otros factores posiblemente asociados a la

funcién de la proteina en esta linea celular.

Al evaluar el efecto de la delecibn monoalélica en una de las clonas heterocigotas se
identificé una disminucion parcial en la expresion de TSPAN33, corroborando la
actividad y funcionalidad de los sgRNA disefiados. De acuerdo con esto, la clona
caracterizada presentaba una reduccién cercana al 40% respecto al control, un nivel
esperado tomando en cuenta la presencia de dos alelos por célula diploide (Figura 16).
La discrepancia en la disminucién observada por diferentes metodologias puede ser
explicada por diferencias en el reconocimiento de epitopos; ya que, el anticuerpo
utilizado en los ensayos de citometria de flujo es de caracter monoclonal y reconoce
un epitopo extracelular nativo en TSPAN33. En contraste, los anticuerpos utilizados en
Western blot son de caracter policlonal y reconocen diferentes epitopos del extremo C
terminal, una regidn susceptible a procesamiento enzimatico durante la degradacion y
reciclamiento de las TSPANC8 (Seipold et al. 2018). Ademas, por el caracter
transmembranal de estas proteinas, el reconocimiento por ciertos anticuerpos es
susceptible a diferencias en la solubilizacion de las membranas en que se encuentran
embebidas (Skaar et al. 2015). Por tanto, seria necesario realizar experimentos con
detergentes de diferente naturaleza para determinar las condiciones 6ptimas para la
extraccion y deteccion de TSPAN33 para este y otros ensayos donde se estudie a la
molécula en forma soluble (Saint-Pol et al. 2017).
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Como se mencioné anteriormente, una explicacion para la incapacidad de obtener
células Raji sin expresion de TSPAN33, es una posible letalidad asociada a la ausencia
de la proteina en esta linea celular. Siguiendo este orden de ideas, inicialmente
TSPANS3 fue identificada como un factor regulador de la eritropoyesis utilizando
ratones knock-out para esta molécula, el Unico modelo de este tipo publicado
anteriormente (Heikens et al. 2007). Sin embargo, el fenotipo hematoldgico descrito
fue observado unicamente en 30% de los ratones analizados y sus resultados no
pudieron ser reproducidos posteriormente por otros grupos de investigacion (Haining
et al. 2012). Al evaluar los niveles del mMRNA de TSPAN33 en organos de ratones
silvestres, detectaron una expresion preferencial en rifion, bazo y médula ésea. De
forma interesante, la fenotipificacién de poblaciones celulares en bazos de los ratones
deficientes mostré6 una reduccion significativa en las poblaciones linfocitarias,
particularmente células IgM+/CD19+ (Heikens et al. 2007). Asimismo, estudios de
secuenciacion por microarreglos en ratbn muestran que TSPAN33 es expresada
particularmente por células inmaduras pro-B (Zou et al. 2018). De acuerdo con esto,
estudios por PCR en humano la han identificado como biomarcador de linfocitos B
virgenes que han sido activados por un estimulo antigénico, asi como de muestras
biolégicas y lineas celulares derivadas de distintos tipos de linfomas (Luu et al. 2013).
En particular, estos estudios muestran que TSPAN33 es expresada de forma
constitutiva por células Raji; ademas, datos de secuenciacion masiva y PCR de varios
grupos de investigacion muestran que TSPAN33 es el miembro del subgrupo
TSPANCS8 més expresado en estas células (Pérez-Martinez et al. 2017; Cen y Pan,
2014). Paralelamente, otro estudio en pacientes con neoplasias mieloides (MDS, AML
y MPD) identificé por hibridacion in-situ una delecion en la region cromosdémica donde
se localiza el locus de TSPAN33. Sin embargo, en todos los casos fue detectada al
menos una copia del gen, es decir, estos pacientes son heterocigotos TSPAN33*"
(Chen et al. 2005). De acuerdo con lo anterior, podria ser de gran interés analizar si la
emulaciéon de este escenario cromosomico con el sistema CRISPR-Cas9 es capaz de
inducir la formacion de este tipo de neoplasias en células normales. Por otro lado, cabe
sefialar que actualmente existen tres patentes registradas en las que proponen a

TSPANS33 como blanco terapéutico para el tratamiento de tumores (Flores-Gutiérrez,
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Zlotnik y Yamanaka 2014; Sukhatme y Husain 2016). De acuerdo con la patente mas
reciente, el desarrollo de anticuerpos monoclonales contra TSPAN33 permite el
reconocimiento de todas las poblaciones CD19+ o CD20+ y la administracion
intravenosa de estos anticuerpos en ratones silvestres, induce un encogimiento
significativo de los foliculos linfoides del bazo (Tsai 2018). De igual forma, el patron de
expresion de TSPAN33 durante la activacion por diferentes estimulos antigénicos
(inespecificos, virales, bacterianos y parasitarios), ha sido corroborada en vertebrados,
incluyendo: humanos, ratones, cerdos y peces teledsteos, sugiriendo que sus
funciones estan conservadas a lo largo de la evolucion (Cao y Tan 2018; Osvaldova et
al. 2017; Priyathilaka et al. 2017; Lohman et al. 2017). En conjunto, las evidencias
revisadas previamente sugieren que TSPAN33 juega un papel importante en la
maduracion y activacion normal de células B, asi como en la posible formacion,
mantenimiento y diseminacién de neoplasias linfoides. Por lo tanto, no es trivial concluir
gue cambios en la expresion de TSPAN33 podrian estar estrechamente relacionados
a cambios en la proliferacion de la linea celular Raji, limitando la capacidad de obtener
células sin la expresion de esta proteina. Es importante sefalar que, para corroborar
el efecto supresor sugerido para la delecion reportada, es necesaria la realizacion de
otros estudios como: la introducciébn de promotores inducibles para modular la
actividad del sistema CRISPR-Cas9, uso de RNAI para corroborar la especificidad del
tratamiento y la complementacion con transgenes para restaurar el fenotipo silvestre
(Peretz et al. 2018; Boettcher y McManus 2015; Kim 2016; Unniyampurath, Pilankatta
y Krishnan 2016).

Respecto al mecanismo molecular mediante el cual TSPAN33 pudiera estar ejerciendo
este efecto letal, existen evidencias claras sobre la modulacién y asociacion fisica entre
el subgrupo TSPANCS8 y la metaloproteasa ADAM10 (Matthews et al. 2018; Matthews,
Szyroka, et al. 2017; Jouannet et al. 2016). La anterior, es una molécula esencial para
la vida, con funciones en gran cantidad de procesos, incluyendo el sistema
inmunolégico y también ha sido asociada al desarrollo de mudltiples patologias
(Lambrecht, Vanderkerken y Hammad 2018; Endres y Deller 2017). En particular,
ADAM10 es un factor crucial para la activacion de Notch, una via de transduccion de
sefales primordial para el desarrollo morfogenético, que también ha sido descrita
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recientemente como regulador durante la maduracion y activacion tanto normal como
patolégica de linfocitos B (Lambrecht, Vanderkerken y Hammad 2018; Ryan et al.
2017). De acuerdo con esto, otro estudio describié que la activacion de Notch en
células Raji promueve la proliferacidon y previene su apoptosis a traves de la expresion
de c-myc y Hesl (He et al. 2009). Ademas, estudios en ratones y nematodos
demostraron que TSPAN33 regula a Notch al modular la maduracion de ADAM10 y
posiblemente en la formaciéon del complejo y-secretasa (Ruiz-Garcia et al. 2016; Dunn
et al. 2010). Por lo tanto, la desregulacion de ADAM10 por ausencia de TSPAN33
podria afectar indirectamente la viabilidad y proliferacion de esta linea celular al
modular vias de sefalizacion esenciales como Notch y posiblemente otras.
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SECCION II

TSPAN33 EN LA REGULACION DE LA ViA NOTCH
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CAPITULO 4 - MARCO TEORICO: NOTCH EN LA BIOLOGIA DE LOS
LINFOCITOS B Y REGULACION POR ADAM10

51 Marco tedrico

5.1.1 La via Notch

La transduccion de sefiales a través de los receptores Notch, conforma una via
evolutivamente conservada en todos los eucariontes multicelulares, participando en la
regulacion del: compromiso, diferenciacion, proliferacion, homeostasis y apoptosis
celular de varios tejidos (Kopan e llagan, 2009). Los mamiferos codifican en su genoma
cuatro receptores Notch (NOTCH1-4) y cinco ligandos candnicos (Delta-likel,3,4 y
Jagged1,2) (Figura 17).

Receptores
NECD
NTMIC
LNR (A/B/C)
R /HDTIIIiID RAM Nll_S NIIS PEST
NOTCH1 (l) =
e S§1 32 535/34 Repeticiones ANK TAD

1 - 36 Repeticiones similares al EGF

L | e

Ligandos

psL DOs Repeticiones similares al EGF

N/

Dominio rico en Cys

oillj+c

Jagged1

Figura 17. Estructura general de los receptores y ligandos canénicos de la via de Notch.
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Inicialmente, los receptores y ligandos son procesados en el aparato de Golgi, para
luego ser transportados a la membrana plasmatica en forma heterodimérica y con
multiples glicosilaciones en el dominio extracelular. La via de sefalizacion candnica
inicia con la unidn de los receptores en la superficie de una célula (célula receptora) y
los ligandos anclados a la membrana de otra (célula transmisora) (Figura 18). Esta
interaccidn induce la endocitosis del complejo por parte de la célula transmisora y la
posterior escision proteolitica del receptor por la célula receptora (van Tetering y
Vooijs, 2011). Al final del proceso, el fragmento intracelular del receptor (NICD) sera
liberado al citosol de la célula receptora y el fragmento extracelular (NECD) endocitado
por la célula transmisora. Posteriormente, el NICD sera translocado al nucleo donde
se unira al factor RBPJ-k y a un coactivador Mastermind (MAML). Este complejo
NICD/RBPJ/MAML a su vez, reclutara al complejo mediador (MED8) y otros
coactivadores (CoA) para favorecer la transcripcion de genes especificos. EI NICD
presenta una vida media corta debido a la degradacion proteosomal regulada por una
secuencia especifica en el extremo c-terminal (PEST). De forma interesante, evidencia
reciente en vertebrados e invertebrados también ha demostrado la existencia de
mecanismos no-candnicos para la sefalizacion a través de Notch incluyendo: (i)
activacion independiente de ligando, (ii) actividad del NICD independiente de RBPJ-k

y (iii) sefalizacion independiente de protedlisis (Ayaz and Osborne 2014).
5.1.1.1 Notch en el desarrollo normal y tumoral de los linfocitos B

En el sistema inmune, Notch regula el desarrollo y diferenciacion de varios tipos
celulares relacionados a la respuesta inmune innata (macrofagos, células dendriticas,
etc.) y adaptativa (linfocitos T y B) (Guidos et al., 2010). Inicialmente, la via fue
estudiada durante el desarrollo normal de las diferentes clases de linfocitos T, asi como
su relacion en la manifestacion de varias patologias incluyendo cancer y
autoinmunidad (Gu et al., 2016). Sin embargo, la implicaciébn de esta via en la
formacion de subtipos normales y malignos de linfocitos B sigue siendo controversial
(Rosenquist et al., 2017; Seda y Mraz, 2014; Kaminski et al., 2012). Inicialmente, la
adquisicion del linaje tipo B en la médula 6sea requiere la inhibicion de Notch por varias
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Figura 18. Mecanismo canénico de transduccién de sefales a través de la unién de receptores
NOTCH y los ligandos canénicos correspondientes.

moléculas, incluyendo Pax5 e lkaros, ambos factores de transcripcion necesarios para
la maduracién de precursores de células B con la capacidad de inhibir la expresion y
actividad del receptor Notchl (Schwickert et al., 2014; Pridans et al., 2008; Kleinmann
et al., 2008). La falta de inhibicibn mediada por estas moléculas y la persistencia de
sefiales a través de Notch (entre otras vias), han sido identificados como factores
asociados al desarrollo de leucemia linfoblastica aguda (B- y T-ALL) (Liu et al., 2014,
Zandi et al., 2012; Merkenschlager, 2010). Asimismo, existe un nicho especifico de
células B en la médula 6sea, compuesto por células estromales CXCL12+ y IL-7+ que
no expresan ningun ligando de Notch (Nagasawa, 2006).

Aparte de la inhibicion de Notch en la maduracion de precursores tipo B en la médula
0sea, otros estudios han descrito implicaciones para la via durante la diferenciacion y

activacion de linfocitos B en organos linfoides secundarios (Kaminski et al., 2012;
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Cruickshank y Ulgiati, 2010). En este sentido, estudios realizados en ratones con
células CD19+ deficientes para RBPJ-k (factor esencial en la via Notch candnica),
presentan un defecto en la formacion de células B de zona marginal (MZB),
acompafado de un mayor indice de mortalidad por infecciones sanguineas (Tanigaki
et al., 2002). Diferentes grupos han demostrado que las moléculas necesarias para la
diferenciacion de este subtipo de linfocitos B son: el receptor NOTCH2, la proteasa
ADAM10 y el ligando DLL1 (Gibb et al. 2010; Tan et al., 2009). De forma interesante,
las poblaciones de células B en un raton especificamente deficiente para Notch2 no
emula del todo al generado por la ausencia de RBPJ-k; ademas de los defectos en
MZB, también presentan deficiencias en la maduracion de precursores transicionales
T2. Lo anterior, sugiere la existencia de mecanismos independientes de RBPJ-K
regulados por Notch, necesarios para la maduracion de este subtipo de linfocitos (Saito
et al., 2003). Trabajos en raton enfocados al papel de Notch durante la activacion de
linfocitos B maduros, han identificado que la via promueve la diferenciacién de células
B foliculares (FoB) a células productoras de anticuerpos (ASC). Adicionalmente, segun
las condiciones de cultivo in vitro, la estimulacién de Notch puede potenciar la
recombinacién hacia isotipos de inmunoglobulinas especificos. Al mismo tiempo, la via
contribuye a la generacion de células IgG1* in vivo durante respuestas T-dependientes
(Thomas et al.,, 2007). De forma interesante, estos efectos también pueden ser
estimulados o inhibidos segun el ligando de Notch utilizado (Kang et al., 2014; Santos
et al., 2007). Por lo tanto, los resultados producidos por Notch en linfocitos B normales
varia ampliamente segun el contexto gracias a la presencia de otras sefiales

fisicoquimicas en los microambientes de los tejidos (LaFoya et al. 2016).

Estudios en ratén y humano han identificado la existencia de mutaciones en elementos
de la via de Notch que se asocian al desarrollo y un mal prondstico en neoplasias
linfoides, actuando como genes supresores u oncogenes. Sin embargo, la distribucion
de estas mutaciones cambia segun el subtipo de célula B del cual se origina la
patologia en cuestion. Las mutaciones de los receptores Notch en estas neoplasias se
concentran mayormente alrededor de la regién intracelular “PEST", implicada en la
degradacion del receptor. Por lo tanto, la sefalizacion oncogénica de Notch en
linfomas tipo B no es constitutiva, sino por una degradacion desregulada del receptor.
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En este sentido, se han identificado diversas mutaciones en pacientes diagnosticados
con: leucemia croénica linfocitica (B-CLL; N1 = 10-15%, N2 = <1%), linfoma de células
B grandes difuso (DLCBL; N1 = 6-8%, N2 = 6-8%, Myc = 6%, DTX1 = 6-13% ), linfoma
folicular simple (FL; N1 = 6%, N2 = 6%), linfoma de células del manto (MCL; N1 = 10-
15%, N2 = 5%), asi como los linfomas de zona marginal esplénica (SMZL; N1 = 5-6%,
N2 = 20-25%, DTX1 = 2%, MAML1 = 2%), nodal (NMZL; N2 = 20%, DTX1 = 3%,
MAML2 = 3%) y de mucosas (MALT; N2 = 5%) (Rosenquist et al., 2017; Gu et al.,
2016; Chiang et al., 2015; Rossi et al., 2013). A pesar de esto, la baja correlacion

entre la actividad transcripcional de Notch, respecto a los bajos porcentajes de

mutacion en estas y otras neoplasias linfoides donde no se ha detectado la

prevalencia de mutaciones (e.q.: linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma

multiple), demuestra la contribucion de otros mecanismos moleculares

implicados en la requlaciéon de Notch (Shanmugam et al., 2017; Cao et al., 2014;

Kluk et al., 2013). Un ejemplo de lo anterior, es el aumento en la expresion del proto-
oncogén “c-Myc” en células Raji (linea derivada de un linfoma de Burkitt) por la
activacion simultanea de Notch y BCR, acompafiado de un aumento en la capacidad
proliferativa y apoptosis disminuida (He et al., 2009). Por ultimo, un trabajo reciente ha
descrito una serie de genes expresados diferencialmente durante la activacion de la
via NOTCH en procesos tumorales, incluyendo: elementos de sefializaciéon por
citocinas (IL6R, IL1ORA e IL21R) y elementos asociados a la activacion del BCR (FYN,
LYN, BLK, BLNK, PIK3AP1, entre otros) (Ryan et al., 2017). En conjunto, los reportes
aqui mencionados resaltan la participacion de Notch en la supervivencia, activacion,
proliferacion y diferenciacion normal de células B. Ademas, cambios en la regulacion
de la via pueden promover o suprimir el desarrollo de varios tipos de neoplasias

asociadas a estos linfocitos.

5.1.1.2 Protedlisis-Intramembranosa-Regulada y la modulaciéon proteolitica de
Notch

La protedlisis-intramembranosa-regulada (RIP), es el proceso de escision de proteinas
en el plano de las membranas y la posterior liberacion de fragmentos solubles. El
término fue acufado en los afios 90’s gracias a la integracion de conocimientos sobre

la homeostasis del colesterol y la enfermedad de Alzheimer. Las observaciones sobre
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el procesamiento fisiolégico y amiloidogénico del precursor, para formar el péptido
amiloide (APP), establecieron un modelo “universal” conformado por: a-secretasas
(ADAM10 y ADAM17), B-secretasas (BACE-1) y y-secretasas (PSEN1/NCSTN/APH-
1/PENZ2), entre otras. Debido a esto, dichas proteasas han sido objeto de multiples
estudios, asi como ensayos clinicos para el tratamiento de esta y otras enfermedades,
incluyendo una gran variedad de neoplasias (Lambrecht, Vanderkerken y Hammad
2018). Sin embargo, al estar implicadas en el procesamiento de otros sustratos con
funciones diversas en ambientes fisiologicos y patoldgicos, se han producido diversas
complicaciones. Aunque originalmente se creia que la protedlisis por las diferentes
secretasas ocurria de forma espacio-temporalmente paralela, estudios mas recientes
han mostrado que estas moléculas se asocian en complejos supramoleculares,
conformados principalmente por a + y, o en menor proporcion 3 + y secretasas
(Wakabayashi et al. 2009; Chen et al. 2015). Ademas, otras moléculas como las
tetraspaninas, GPCR, integrinas y/o componentes del citoesqueleto, son elementos

estructurales de estos complejos y son esenciales en la regulacién de la RIP (Seipold
y Saftig 2016).

La via Notch es regulada en varios niveles, pero, de forma esencial por la RIP
necesaria para iniciar la sefializacion por estos receptores. Inicialmente, sufren un
primer corte que ocurre de forma constitutiva en un sitio denominado S1, durante la
maduracion del receptor en el Golgi y es mediado principalmente por la pro-proteina
convertasa furina. Sin embargo, la ausencia de esta enzima no parece tener efectos
significativos en la sefializacion de Notch leucocitaria, ya que su ausencia no altera la
diferenciacion de linfocitos T en raton. Enseguida, la escisiéon del sitio S2 adyacente a
la cara exterior de la membrana, presenta una regulacibn mas compleja, ya que la
unioén receptor-ligando y los procesos endociticos posteriores son factores que inducen
cambios conformacionales en el receptor, que a su vez exponen el sitio de corte para
las a-secretasas y que libera el dominio extracelular de Notch (Seegar et al. 2017).
Ademas, también las fluctuaciones fisicoquimicas del microambiente tisular, son
capaces de inducir los cambios necesarios para el procesamiento del receptor. Sin
embargo, no esta claro durante que eventos fisiologicos ocurre este fendmeno; un

ejemplo de lo anterior, es la induccién de sefializacién Notch por quelacién de Ca*?
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(EDTA/EGTA) in-vitro (Rand et al. 2000). Por ultimo, la escision en el sitio S3 ocurre
en el dominio transmembrana del receptor y el procesamiento es realizado por el

complejo y-secretasa resultando en la liberacién del NICD (Chen et al. 2015).
5.1.2 ADAM10

Las ADAM son una superfamilia de metaloproteasas, con un tamafio que ronda los
750aa y con funciones asociadas a la adhesion celular, asi como el procesamiento
proteolitico de una gran variedad de receptores y moléculas de sefalizacion. El
genoma humano codifica para 22 ADAM y la mayoria (incluyendo ADAM10) son
traducidas como pro-enzimas inactivas, que requieren la escision de un pro-dominio
por parte de una furina para la exposicion y activacion del sitio catalitico (Giebeler y
Zigrino, 2016; Bode y Maskos, 2003).

Por su conservacion evolutiva, la expresion ubicua en mamiferos, el fenotipo letal de
ratones deficientes y su asociacion a una amplia variedad de procesos bioldgicos,
ADAM10 destaca como uno de los miembros méas importantes entre el resto de la
familia. Las funciones de esta proteasa han sido asociadas a: desarrollo
morfogenético, espermatogénesis, fertilizacion, angiogénesis, asi como la funcion y
desarrollo del sistema nervioso, gastrointestinal e inmune. De igual forma, también ha
sido implicada en diversas manifestaciones patolégicas, incluyendo: hipersensibilidad
alérgica, Alzheimer, autoinmunidad y cancer, entre otros. Esta proteasa se encuentra
principalmente anclada a membranas (incluyendo vesiculas extracelulares), con un
tamafio que ronda los 85 y 55 kDa. Sin embargo, también puede presentarse en forma
soluble cataliticamente activa y auto escindirse. Su expresion es abundante en todos
los estadios del desarrollo y se han identificado al menos 40 sustratos distintos, entre
los que destacan por su relacién a procesos fisiopatolégicos: ligandos del receptor
EGFR, moléculas de adhesion (E, N, VE-cadherinas, L-selectina, VCAM-1 y CD44),
ligandos celulares (CD40L), receptores de interleucinas (IL-6R y 15R), quimiocinas
(CXCL16, CX3CL1), los receptores y ligandos del factor de necrosis tumoral
(BAFF/BAFF-R, TNF-a), el receptor de baja afinidad por IgE (CD23), receptores Notch
y sus ligandos, entre otros (Pruessmeyer y Ludwig, 2009). Sin embargo, a pesar de la
importancia de esta proteasa por la gran cantidad de sustratos que puede escindir y
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los procesos en que estan implicados cada uno de ellos, existe poca evidencia
respecto a la regulacion sobre su actividad y/o especificidad (Gibb et al., 2011). En
cuanto a esto, ADAM10 es traducida como una pro-enzima que es procesada de forma
constitutiva a su paso por el aparato de Golgi (Bode y Maskos, 2003). Por otro lado,
también se ha descrito que diversos elementos de sefalizacion pueden promover la
actividad proteolitica de ADAM10, tales como: receptores de la familia GPCR (e.g.
receptor de acetilcolina), proteina cinasa C (PKC), abatimiento de colesterol (MBCD),
flujo de Ca+2 (ionomicina) y N-glicosilaciones, entre otras (Gibb et al., 2011). Ademas,
moléculas como las deacetilasas sirtuina (SIRT1) y los inhibidores de metaloproteasas
de tejidos (TIMP), han mostrado papeles regulatorios durante el procesamiento de
diferentes sustratos. Finalmente, diversos estudios han identificado a la superfamilia
de tetraspaninas como proteinas capaces de regular la actividad, especificidad,
maduracion y transito de ADAM10, a traves de la asociacion fisica con la proteasa. Sin
embargo, este es un enfoque que apenas ha empezado a ser evaluado a profundidad
y que ha tomado importancia en los ultimos afios (Matthews et al., 2018; Matthews et
al., 2016).

5.1.3 Tetraspaninas y microdominios de membrana

Las tetraspaninas son otra superfamilia de proteinas expresadas en una amplia gama
de linajes celulares y tejidos de varios organismos, incluyendo: plantas, hongos y
animales. Con un tamafio de 200 — 300aa, la estructura general de estas proteinas
consiste en cuatro dominios transmembranales (TM) conservados entre miembros,
particularmente algunos aminoacidos polares. Entre los dominios TM 1 - 2 existe un
asa extracelular pequefia (SEL) y los dominios TM 3 - 4 flanquean un asa extracelular
mas grande (LEL). Ademas, al interior de la célula se encuentran ambos extremos

terminales y una pequefa asa localizada entre los dominios 2 - 3.

Estas proteinas son capaces de asociarse lateralmente a través del LEL con moléculas
de diferente naturaleza y, a la vez asociarse entre si para formar un tipo especifico de
microdominio funcional en las membranas. En general, los microdominios de
membrana se caracterizan por tener una relacion proteina: lipido alto, con una

composicion enriquecida en esfingolipidos y colesterol. El ejemplo mas conocido de
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estos microdominios son las balsas lipidicas, las cuales proveen un area limitada
donde proteinas que realizan distintas funciones pueden ser reclutadas. Durante un
tiempo, se reconocio que los diferentes tipos de balsas lipidicas eran los Unicos
compartimientos de la membrana. Sin embargo, a la fecha se han aislado otros tipos
de microdominios que difieren de estas balsas por su resistencia a los detergentes, asi
como su composicion lipidica y proteica, un ejemplo de esto son los TEM’s

(microdominios enriguecidos con tetraspaninas).
5.1.4 Tetraspanina 33 (TSPAN33)

La tetraspanina 33 (TSPAN33) es el mas reciente de la familia identificado en
mamiferos y la informacion sobre las proteinas a las que puede asociarse y sus
funciones es muy escasa. El gen que codifica para esta proteina fue aislado por
expresion diferencial en eritroblastos y se ubica en una regién del cromosoma 7 cuya
eliminacion ha sido asociada a la ocurrencia de sindrome mielodisplasico y leucemia
mieloide aguda (Heikens et al.,, 2007; Chen et al., 2005). En un modelo murino
deficiente de la proteina (knock-out) se observdé una serie de defectos como:
esplenomegalia marcada, glébulos rojos macrociticos basofilicos en sangre y otros
tejidos, tumoraciones hepaticas con eritropoyesis extra medular y desarrollo de anemia
severa durante el crecimiento (Heikens et al., 2007). De forma particularmente
interesante y sin dar mayor explicacién al hecho, los autores de dicho trabajo reportan
una disminucién en las poblaciones leucocitarias del bazo de estos ratones,
especialmente las células IgM+/CD19+ (células B). Respecto a lo anterior, Van Luu y
colaboradores (2013) caracterizaron la expresion de TSPAN33 en células B y
encontraron que Unicamente es posible apreciar la expresion de la proteina tras la
activacion celular con estimulos como LPS. Adicionalmente, realizaron analisis que
muestran la presencia de esta molécula en muestras de pacientes con diferentes tipos
de linfomas y modelos de enfermedades autoinmunes asociadas con disfunciones de
células B. El hecho de que la TSPAN33 se encuentre sobre expresada en linfomas no
es sorprendente, ya que las tetraspaninas pueden ser reguladoras de procesos
asociados a metastasis o0 la oncogéenesis misma (Lazo, 2007). En este mismo orden
de ideas, existen datos que asocian de forma indirecta a un ortélogo de TSPAN33 en
Caenorhabditis elegans como factor de activacion de la via de Notch.
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5.2 Hipétesis

TSPANSS3 es expresada durante la maduracion, asi como la estimulaciéon de linfocitos

B y regula el procesamiento/activacion de la via NOTCH.

5.3 Objetivos
5.3.1 Objetivo general

Describir el papel regulador de TSPAN33 en la via NOTCH de linfocitos B.

5.3.2 Objetivos especificos

e Andlisis de la expresion de TSPAN33 en humanos mediante un abordaje
bioinformético enfocado a distintas subpoblaciones de linfocitos B normales, asi
como en lineas celulares y biopsias derivadas de linfomas.

e Determinacién de efectos durante el desarrollo y/o proliferacion celular de
células Raji con expresion transgénica o deficiente de TSPANS33.

e Caracterizacion de la participacion de NOTCH en linfomagénesis mediante una
revision bibliografica, acompafiada de un abordaje bioinformatico vy
experimental dirigido a describir la influencia de TSPAN33 durante el

procesamiento de los receptores.
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CAPITULO 5 — MATERIALES Y METODOS

6.1 Analisis en bases de datos publicas: Gtex, FANTOMS, CCLE, TCGA

Los datos de expresion por RNAseq de la version V7 (dbGaP Accession
phs000424.v7.p2) del Gtex (https://www.gtexportal.org/) fueron obtenidos y analizados

directamente en el servidor del consorcio. Para esto, los datos lineales (TPM) del
transcrito ENSG00000158457.4 del ENCODE correspondiente al transcrito funcional
de TSPAN33 en humanos, fueron obtenidos y ordenados de forma descendente
respecto a la mediana correspondiente a cada 6rgano y/o tejido. Los datos de
expresion por CAGE del FANTOMS (http://fantom.gsc.riken.jp/5/) en su version V5,

fueron consultados a través de la interfaz del HPA y organizados de la misma manera.

Por otro lado, los datos de expresion de la CCLE fueron obtenidos directamente del
servidor (https://portals.broadinstitute.org/ccle). La informacién fue analizada vy

organizada mediante la extension Plotly (https://plot.ly/), las gréficas fueron elaboradas

con la herramienta GraphPad. Los datos del TCGA fueron obtenidos del servidor del

NIH (https://tcga-data.nci.nih.gov) y los perfiles de expresidén, comparacién estadistica,
asi como los analisis de supervivencia fueron realizados con el paquete de programas

en lenguaje R GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/).

6.2 Andlisis de expresion en microarreglos y sc-RNAseq

Los perfiles de expresion de diferentes subpoblaciones de linfocitos B y biopsias de
rifones obtenidos por microarreglos en estudios independientes, fueron obtenidos

directamente del servidor NCBI-GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Todos los

microarreglos utilizados en este estudio fueron realizados con la plataforma GPL570
del chip Hg-U133 (Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array).

En cuanto a los datos, el set GSE17186 incluye dos muestras homogenizadas de
sangre periférica de dos donadores adultos y de sangre homogenizada de cordon
umbilical de tres donadores. Los datos del set GSE45113 incluyen 18 muestras de
células B aisladas de sangre periférica de seis donadores y caracterizadas por
citometria de flujo. Por otro lado, datos del set GSE38697 incluye centroblastos y

centrocitos aislados de cuatro muestras de amigdalas pediatricas mediante FACS.
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Finalmente, los datos del set GSE49853 incluyen dos muestras de células B activadas
por dos dias y separadas por FACS segun la produccion de IL10. Para la normalizacién
y analisis de los datos de expresion fue utilizado el paquete informatico BART

(http://igcl.salk.edu:3838/bart/). Las representaciones graficas, correlaciones vy

comparaciones estadisticas fueron realizadas con el software GraphPad.

Los datos de biopsias de rifion analizadas con microarreglos del set GSE95425,
incluye dos muestras de biopsias de médula renal, una de la interfaz corteza/médula y
una mas de la corteza. Por otro lado, los datos del set GSE114530 sobre la expresion
de genes en células vivas aisladas de rifiones fetales y evaluadas por sc-RNAseq,
fueron analizados directamente con los algoritmos utilizados por los autores y

disponibles al publico en un servidor privado (http://www.semraulab.com/kidney).

6.3 Expresion de TSPAN33 en inmunohistoquimicas del HPA

Para el analisis de inmunohistoquimicas registradas en el HPA

(https://www.proteinatlas.org/), las imagenes fueron obtenidas directamente de los

servidores del consorcio. Posteriormente, las imagenes fueron segmentadas y
procesadas con el paquete informético ImageJ (NIH). Para analizar la expresion de
TSPANSS, la sefial del canal fue aislada con la herramienta “IHC Toolbox” y los valores
de intensidad reciproca fueron calculados de acuerdo a un protocolo publicado

previamente (Nguyen et al. 2013).

6.1  Anticuerpos, medios de cultivo y células

Todos los cultivos celulares fueron mantenidos en medio RPMI1640 suplementado con
10% de suero fetal bovino (HyClone®) inactivado, 100U/mL de penicilina G, 100ug/mL
de sulfato de estreptomicina, 0.3mg/mL de L-Glutamina y 1mM de piruvato de sodio
(todos de Gibco®). Los anticuerpos anti ADAM10 (SHM14), anti-NOTCH1 (HMN1-12),
anti-NOTCH2 (MHN2-25) y anti-NOTCH4 (MHN4-2) fueron obtenidos de BioLegend®.
Asimismo, también fue utilizado un anticuerpo anti-ADAM10 (B-3) obtenido de Santa

Cruz®.
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6.1 Cinética de expresion de TSPAN33 durante la activaciéon

Para analizar la distribucion de TSPAN33 durante la estimulacion de Raji, fue seguido
un protocolo publicado previamente (Vancurova 2014). Para esto, las células fueron
colectadas a partir de un cultivo fresco (no menos de 48h), lavadas y resuspendidas
en PBS, para conteo celular, asi como evaluacion de viabilidad con el colorante azul
tripano. Para evaluar la expresion en diferentes concentraciones de los estimulos,
2.5x10° células Raiji fueron cultivadas en pozos distintos con 0.5-1.0mL de medio de
cultivo y recolectadas a las 24h de cultivo. Por otro lado, para la cinética de expresion
de TSPAN33 en distintos tiempos, 1.5x10° células fueron colocadas en un mismo pozo
y con 1.0-2.0mL de medio cultivo adicionado con una concentracion fija de estimulos.
Posteriormente, fueron recolectadas alicuotas de 0.5mL en los tiempos indicados. Al
final de ambos experimentos, las células estimuladas fueron tefiidas para analisis por

citometria de flujo de acuerdo al protocolo descrito en la seccion anterior.

6.2 Microscopia confocal deTSPAN33 por inmunofluorescencia

Fueron realizadas tinciones con anticuerpos y lectinas especificas contra distintas
moléculas. En general, las células Raji en suspension (min.1x108) fueron colectadas
por centrifugacion, resuspendidas en PBS y fijadas con paraformaldehido al 4%. En el
caso de moléculas intracelulares las membranas fueron permeabilizadas incubando a
las células por 5m en 1mL de Triton X-100 al 0.1% en PBS y un lavado posterior. Para
tinciones con anticuerpos conjugados con distintos fluorocromos, las células fueron
incubadas en hielo y ausencia de luz por 20 min con los anticuerpos anotados
previamente, utilizando las cantidades recomendadas por el fabricante. En algunos
casos, las células fueron incubadas por 30m a 37°C antes de ser colocadas en hielo.
Cuando se aplicaron anticuerpos purificados fue seguido el protocolo anterior y
adicionalmente fue realizada una segunda incubacion con los anticuerpos secundarios
anti-lgG biotinilados correspondientes y un lavado entre cada paso. Este tipo de
muestras fueron reveladas afiadiendo 5uL de una dilucion 1:10 de estreptavidina-Cy3
(Zymed®) e incubando por 10m a 37°C para inducir el entrecruzamiento. Para la
observacion de preparaciones fijas tefiidas o sin tefiir, fue realizado un lavado con PBS

y las células se dejaron adherir en cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Sigma®).
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Para esto, fueron afiadidas células con una micropipeta hasta cubrir completamente
los cubreobjetos y se incubaron a 37°C por una hora. Posteriormente, las células no
adheridas fueron removidas mediante lavados con PBS y los cubreobjetos se

montaron con Vecta-Shield DAPI (Vector Labs®) en portaobjetos de vidrio.

La captura y andlisis de imagenes fue realizada con el microscopio IX71 (Olympus®) a
37 °C utilizando el objetivo de 60X y los programas FluoView (Olympus®) e ImageJ
(NIH).

6.3 Analisis de la proliferaciéon celular: WST-1, eFluor670, RTCA

La evaluacion de la proliferacion mediante la degradacion de la sal de tetrazolio WST-
1 durante la expresion transgénica de TSPAN33-EGFP, fue realizada de acuerdo a un
protocolo publicado previamente (Kogoshi et al. 2007). Para esto, 1x104 células fueron
cultivadas en medio RPMI1640 suplementado como se describidé previamente y en
presencia de 10% de suero fetal bovino. EI compuesto WST-1 y el acoplador de
electrones 1-metoxi PMS fueron utilizados en las concentraciones indicadas por el
fabricante y agregados en los tiempos indicados. Posteriormente, las fueron incubadas
a 37°C por 40m y la densidad éptica en los 450nm fue evaluada por espectrofotometria
con el lector de microplacas xMark (Bio-Rad®). Como blanco de lectura, fue utilizado

un pozo con medio de cultivo y los compuestos mencionados previamente.

Para el analisis de proliferaciéon por dilucion de colorante, también fue seguido un
protocolo publicado previamente (Kang, Kim y Park 2014). Para esto, 1x10° células
vivas fueron tefiidas en frio por una hora con eFluor 670 (eBioscience®). Este colorante
fluorescente tiene una baja actividad citotoxica y se une a cualquier proteina con
aminas primarias. Por tanto, durante la division celular el colorante empieza a ser
diluido por la distribucién entre las células hijas de aquella que fue tefida inicialmente.
La capacidad proliferativa fue analizada por citometria de flujo, al evaluar el
decremento en la intensidad de fluorescencia del colorante después de 48h de cultivo

en RPMI1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Finalmente, para monitorear la proliferaciéon de las células adheridas en tiempo real,
fue seleccionado un método libre de etiquetas basado en la determinacion de la

resistencia al flujo eléctrico en una celda especializada. Para esto, 1x10* células fueron

61



cultivadas a 37°C durante 72h en las placas E-16 de RTCA, que fueron recubiertas
previamente con fibronectina, laminina y gelatina (todos de Sigma®). Las sefiales de
impedancia de referencia y tratamiento fueron registradas cada 10m con el software

RTCA Software Package 1.2 de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

6.4 Analisis de ciclo celular

Para analizar el ciclo celular fue seguido un protocolo publicado previamente y fueron
atendidas todas las especificaciones descritas para la linea celular Raji (Tavecchio et
al. 2008). Para esto, células viables en crecimiento exponencial fueron fijadas de
acuerdo a los protocolos descritos con paraformaldehido al 4% y fueron tefiidas con el
intercalante TO-PRO3 (Molecular Probes®) utilizando las concentraciones, asi como
tiempos de incubacion recomendados por el fabricante. Posteriormente, las células

fueron analizadas por citometria de flujo como se describi6 en la seccion anterior.
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CAPITULO 6 —- RESULTADOS Y DISCUSION

71 RESULTADOS
7.1.1 Expresion de TSPAN33 en 6rganos y tejidos sanos

El proyecto del Gtex es una plataforma publica, donde se depositan un conjunto de
datos entre los que se encuentran datos de secuenciacion masiva por RNA-seq (entre
otros) de varios tejidos de humano obtenidos post-mortem de forma sistematica
(n=>900 individuos) (Ardlie et al. 2015). Asimismo, el consorcio FANTOMS5 recoge los
perfiles transcripcionales evaluados por CAGE de cientos de muestras de humano,
incluyendo: lineas celulares, células primarias y tejidos (n=>975 individuos) (Yu et al.
2015). Para identificar de forma general los sitios anatdbmicos donde se expresa
TSPAN33, los niveles fueron evaluados en las dos bases de datos. En el caso del
GTex, los seis principales sitios donde se expresa TSPAN33 son: glandula salivar,
testiculos, bazo (6rgano linfoide), glandula pituitaria, rifién y linfocitos transformados
con EBV (Figura 19). En el FANTOMSb5, los 6 tejidos con mayor expresion son: bazo
(6rgano linfoide), glandula pituitaria, apéndice (6rgano linfoide), glandula salivar,
amigdalas (6rgano linfoide) y rifion (Figura 19). De forma correspondiente, varios
estudios experimentales de nuestro y otros grupos de investigacion han identificado a
TSPANS33 como un posible marcador de subpoblaciones celulares de: linfocitos B,
células renales y células espermatogénicas humanas (J. Guo et al. 2018; Pérez-
Martinez et al. 2017; Luu et al. 2013). Para corroborar y profundizar las observaciones
sobre el potencial de TSPAN33 como marcador en células normales, su expresion fue
evaluada en varios sets de datos gendémicos generados en estudios independientes y

gue fueron obtenidos de los repositorios: ArrayExpress, GEO, entre otros.
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Figura 19. Expresion de TSPAN33 en tejidos normales de humano. A. Andlisis de enriquecimiento
en tejidos sanos de humano de acuerdo a los datos de RNAseq del consorcio GTex (31 tejidos). En el
eje vertical se muestran los niveles de expresion en TPM. Los diagramas de violin muestran la
distribucion de los datos, las cajas al interior representan el rango de la mediana entre los primeros
percentiles y los puntos a los datos por encima del rango intercuartil. B. Perfil de expresion en tejidos
sanos segun datos de CAGE recopilados por el grupo FANTOMS5 (35 tejidos). Los niveles de expresion
se muestran al igual que el caso anterior y las barras representan el valor de la mediana de los datos
para cada tejido.
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7.1.1.1 Desarrollo de linfocitos B

Dos estudios de nuestro grupo de trabajo identificaron a TSPAN33 como un marcador
durante el desarrollo y la estimulacion de linfocitos B en humanos (Pérez-Martinez et
al. 2017; Luu et al. 2013). Para profundizar en estas observaciones, la expresion de
TSPANSS3 fue analizada en cuatro grupos de microarreglos registrados en estudios
enfocados al analisis de subpoblaciones de linfocitos B, incluyendo: transicionales,
centros germinales, maduras virgenes, maduras de memoria, maduras activadas y
reguladoras. Al evaluar los niveles de expresion en linfocitos circulantes de dos fuentes
distintas, fue detectado un perfil diferencial entre las poblaciones celulares. En
linfocitos de sangre periférica (adulto), hay una mayor expresion en células
transicionales 1 y de memoria. Por otro lado, en linfocitos de cordén umbilical (neonato)
la mayor expresion fue observada en células virgenes y transicionales 2 (Figura 20A).
Al evaluar los niveles de TSPANS33 en células de memoria estimuladas con un agonista
de TLR3 (CpG), fue detectada una mayor expresion en células estimuladas, respecto
a los controles sin activar (Figura 20B). Adicionalmente, los niveles de TSPAN33
también fueron evaluados en linfocitos aislados de muestras de tejido esplénico
normal, detectando una mayor expresion en linfocitos de la zona clara en los centros
germinales (Figura 20C). Finalmente, al evaluar la expresiéon de TSPAN33 en células
estimuladas y productoras de IL-10 (B reguladoras), fue detectada una disminucion en
la expresion comparada con células activadas, no productoras (Figura 20D). Por tanto,
los datos anteriores muestran que TSPAN33 no es expresada de forma homogénea
por linfocitos B durante el desarrollo a partir de células inmaduras y/o durante la

activacion con diferentes estimulos (PMA, ionomicina, CpG, IL-4, aCD40) (Figura 20E).
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Figura 20. Expresion diferencial de TSPAN33 en diferentes subpoblaciones de linfocitos B.
Niveles de expresion por microarreglos en diferentes subpoblaciones de linfocitos B aisladas por FACS
de acuerdo a los marcadores descritos en cada gréafica. En el eje vertical se muestran los niveles de
expresion para TSPAN33 como la tasa de cambio (+/- desviacidén estandar) entre los valores del Logz
de la intensidad RMA normalizados a la mediana global. Las muestras analizadas incluyen linfocitos B
de sangre periférica y cordén umbilical (A, GSE17186); células de memoria estimuladas durante 72h (B,
GSE45113); linfocitos en centros germinales de amigdalas pediatricas (C, GSE38697); células B
activadas por 48h y productoras IL10 (D, GSE49853). D. Esquema representativo sobre la expresién de
TSPAN33 durante el desarrollo de linfocitos B: Bact, activado; Breg, regulador; Fo, folicular; Im,
inmaduro; T1/T2, transicionales 1 y 2; Mem, de memoria; Mz, de zona marginal; N, “naive”; Pm, célula
plasmaética; PLC, progenitor linfoide comun; ZC/ZO, zona clara y oscura.
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Para corroborar y brindar mas informacion sobre las observaciones realizadas
previamente, la presencia de TSPAN33 como proteina fue evaluada mediante el re
analisis de inmunohistoquimicas registradas de forma sistematica en la base de datos
publica del HPA. Las tinciones fueron realizadas de forma sistematica con un
anticuerpo monoclonal en biopsias de diversos tejidos normales (Uhlmann et al. 2013).
Al evaluar la distribucion en médula 6sea, es posible observar a TSPAN33 en algunas
células hematopoyéticas, principalmente megacariocitos y algunos leucocitos (Figura
21A/B). Por otro lado, en el bazo es posible observar mayores niveles de TSPAN33 en
la pulpa roja, particularmente las regiones apicales de los senos esplénicos (Figura
22A/B). Sin embargo, al analizar regiones de la pulpa blanca donde se localizan los
centros germinales, es posible observar a TSPAN33 en linfocitos de la zona clara del
centro germinal y la zona marginal, no asi en los linfocitos del manto. A la vez, es
posible observar un patrén de distribucion similar en centros germinales de otros
organos linfoides secundarios, incluyendo nddulos linfaticos y amigdalas palatinas
(Figura 22C/D/E/F). De forma particularmente interesante, los linfocitos que expresan
TSPANS3 presentan una morfologia elongada y una distribucion subcelular localizada
en la membrana plasmética. Por otro lado, el epitelio pulmonar es otro tejido periférico
donde se pueden observar células inmunes con altos niveles de TSPAN33 (Figura
23A/B). Los macrofagos alveolares que expresan TSPAN33 presentan una distribucion
subcelular localizada en la periferia y en menor proporcién, el citoplasma.
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Figura 21. Distribucion de TSPAN33 en médula 6sea. A. Expresion de la proteina TSPAN33 en
médula 6sea humana (n=1) revelada con una tincion por inmunohistoquimica y disponible al pablico en
el HPA (https://www.proteinatlas.org/). B. Imagen representativa del andlisis de intensidad de la sefial
en distintas regiones anatomicas realizado con el software libre ImageJ (NIH). Panel derecho,
comparacion de los valores de intensidad reciproca (+/- desviacion estandar) de tres 0 mas campos
aleatorios adquiridos en las regiones anatémicas mencionadas. CS, cuerpos sinusoidales; IE, islas
eritroides; TA, tejido adiposo; Mgk, megacariocito; Neut, neutréfilo/granulocito; Linf, linfocito.
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Figura 22. Distribucion de TSPAN33 en drganos linfoides secundarios. Expresién de la proteina
TSPAN33 en bazo (A, n=3), nddulo linfatico (C, n=2) y amigdala palatina (E, n=3) de humano, revelada
con tinciones por inmunohistoquimica y disponibles al publico en el HPA (https://www.proteinatlas.org/).
En el caso del nédulo linfatico (C) se muestran delimitaciones a las regiones de los centros germinales.
En los paneles derechos (B, D, F) se muestran imagenes representativas del analisis de intensidad de
la sefial realizados con el software libre ImageJ (NIH). Asimismo, se muestran las comparaciones de la
intensidad reciproca (+/- desviacion estandar) de tres 0 mas campos aleatorios adquiridos en las
regiones anatdmicas mencionadas. SE, senos esplénicos; AT, arteriolas trabeculares; PR, pulpa roja;
PB, pulpa blanca; CG, centro germinal; M, macroéfago; M, manto; ZM, zona marginal; CG-Linf, linfocito
de centro germinal; ZM-Linf, linfocito de zona marginal; CG-ZC/ZO, zona clara/oscura de los centros
germinales; F-Linf, linfocitos foliculares; Epit, células epiteliales.
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Figura 23. Distribucion de TSPAN33 en pulmoén. A. Expresion de la proteina TSPAN33 en pulmén de
humano (n=3), revelada con tinciones por inmunohistoquimica y disponibles al publico en el HPA
(https://www.proteinatlas.org/). B. Imagen representativa del andlisis de intensidad de la sefal en
distintas regiones anatdmicas realizado con el software libre ImageJ (NIH). Panel derecho, comparacion
de los valores de intensidad reciproca (+/- desviacién estdndar) de tres o mas campos aleatorios
adquiridos en las regiones anatdmicas mencionadas. VC, vasos capilares; PA, parénquima alveolar;
Mac, macréfagos; Endot, endotelio; Erit, eritrocitos.

7.1.1.2 Desarrollo renal

El rifidn es otro de los sitios anatdmicos con mayor expresion de TSPAN33 que ha sido
reportado previamente (Luu et al. 2013). Sin embargo, a la fecha no existe informacién
detallada sobre las regiones y subtipos celulares que la expresan, particularmente
durante el desarrollo renal embrionario. En principio, la expresion de TSPAN33 y
NSUN2 (marcador general de rifiones) fueron evaluadas en datos de secuenciacion
por RNAseq de biopsias obtenidas de rifiones sanos (Figura 24A). En todos los casos
fue detectada la expresion de ambas proteinas, pero sin observar una region
preferente para TSPAN33. En este sentido, hasta hace poco los estudios sobre el
desarrollo de los tipos celulares que componen 6rganos Yy tejidos se encontraban
limitados por la falta de marcadores que permitieran la separacion fisica de células
para su caracterizacion (e.g. separacion por FACS de poblaciones linfocitarias). Sin
embargo, con el desarrollo de tecnologias como sc-RNAseq, es posible empezar a
elucidar a fondo la heterogeneidad de subtipos celulares que componen un tejido.
Mediante este abordaje, tres estudios paralelos han descrito a mas de una docena de
tipos celulares durante el desarrollo renal embrionario y rifones maduros (Hochane et
al. 2019; Collord et al. 2018; P. Wang et al. 2018). Al obtener y re analizar los datos de
secuenciacion mas recientes, la expresion de TSPAN33 fue evaluada en los 22
subtipos celulares identificados en el estudio y que abarcan desde el brote ureteral
embrionario, hasta los podocitos y células de tubos colectores maduras (Figura 24B,

panel inferior izquierdo).
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Figura 24. A. Niveles de expresion por microarreglos (GSE95425) en diferentes regiones anatémicas de rifiones sanos, aisladas por biopsia de
acuerdo al esquema representativo del panel izquierdo. En el panel central se muestra una tincion por inmunohistoquimica del marcador general de
rifones NSUN2. Los niveles de expresién de TSPAN33 y NSUN2 se muestran en el eje vertical como el logaritmo cuadrado de los TPM obtenidos
para cada gen. B. Niveles de expresién por sc-RNAseq (GSE114530) en células vivas aisladas por FACS de rifiones fetales. Panel Superior,
diagrama del desarrollo embrionario de nefronas. En la gréfica de la derecha se muestra el analisis por SNE de componentes principales, para la
posterior segregacion e identificacion de poblaciones renales. Paneles inferiores, expresion de TSPAN33 de acuerdo al andlisis anterior (izquierda)
y niveles lineales (derecha) en subpoblaciones individuales. CnT, tubos conectores; DTLH, tubo distal/asa de Henle; End, células endoteliales;
ErPrT, tubo proximal temprano; ICa/b, células intersticiales a/b; IPC, células intersticiales progenitoras; Leu, leucocitos; Mes, células mesangiales;
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Después de transformar los datos obtenidos, es posible observar que TSPAN33 se
expresa en la mitad de los subtipos celulares, incluyendo: leucocitos adyacentes (Leu:
1.168), células del agregado pre-tubular embrionario (PTA: 1.365), células de la
vesicula renal (RVSCa/b: 1.252/1.277), células de los cuerpos mesonéfricos en “,” y
“s” medial/distal/proximal (SSBm/d/pr: 1.467/1.515), precursores y formas maduras de
podocitos (SSBpod/Pod: 1.320/1.463), células maduras de los tubos colectores
distales/proximales y las células del asa de Henle (DTLH: 1.806). La mayor expresion
es detectable en precursores y formas maduras de podocitos, asi como en los tubos

colectores (Figura 24B, panel inferior derecho).

Para corroborar los datos de expresién anteriores, los niveles proteicos de TSPAN33
fueron evaluados en las inmunohistoquimicas de riflones normales, disponibles al
publico en el HPA (Yu et al. 2015). Los mayores niveles de TSPAN33 se localizan en
los glomérulos y en menor proporcion, células de los tubos colectores tanto distales
como proximales (Figura 25B). Al analizar los glomérulos, es posible detectar una
expresion marcada de TSPAN33 en los podocitos, localizada en la membrana de estas
células (Figura 25A, panel medio superior). En contraste, en células de tubos

colectores, se localiza mayormente en el citoplasma (Figura 25A; panel medio inferior).

Data 1

Intensidad reciproca
(UA)

Figura 25. Distribucion de TSPAN33 en rifiones. A. Expresion de la proteina TSPAN33 en rifiones de
humano (n=3), revelada con tinciones por inmunohistoquimica y disponibles al publico en el HPA
(https://www.proteinatlas.org/). B. Imagen representativa del andlisis de intensidad de la sefal en
distintas regiones anatdmicas realizado con el software libre ImageJ (NIH). Panel derecho, comparacion
de los valores de intensidad reciproca de tres 0 mas campos aleatorios adquiridos en las regiones
anatémicas mencionadas. PC, polo capilar; PU, polo ureteral; EB, espacio de Bowmann; G, glomérulo;
TC, tubos colectores; TC-D, tubo colector distal; TC-P, tubo colector proximal, MD, macula densa; Pod,
podocitos; Cap, capilares; Mes, células mesangiales.
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7.1.1.3 Espermatogénesis

Aligual que el caso anterior, dos estudios recientes han realizado el trazado de perfiles
transcripcionales durante el desarrollo espermatogénico (Guo et al. 2018; Sohni et al.
2019). De forma interesante, ambos trabajos han identificado a TSPAN33 como un
marcador temprano durante la maduracion de las espermatogonias, lo anterior
mediante analisis por sc-RNAseq y citometria de flujo. De forma correspondiente, al re
evaluar las inmunohistoquimicas disponibles en el HPA, es posible observar a
TSPANSS3 localizada en los tubos seminiferos y las regiones apicales de los vasos
capilares (Figura 26A/B). Al analizar la distribucién en estos conductos, TSPAN33 se
localiza en la region de espermatogénesis adyacente a la base capsular del conducto
(Figura 26A). De forma interesante, la distribucion subcelular de TSPAN33 en las
espermatogonias se localiza mayormente en la membrana plasméatica y en menor

proporcién el citoplasma (Figura 26A, panel superior derecho).

Intensidad reciproca
(U.A)

Figura 26. Distribucion de TSPAN33 en testiculos. A. Expresién de la proteina TSPAN33 en
testiculos de humano (n=3), revelada con tinciones por inmunohistoquimica y disponibles al pablico en
el HPA (https://www.proteinatlas.org/). B. Imagen representativa del analisis de intensidad de la sefial
en distintas regiones anatomicas realizado con el software libre ImageJ (NIH). Panel derecho,
comparacion de los valores de intensidad reciproca de tres 0 mas campos aleatorios adquiridos en las
regiones anatémicas mencionadas. VC, vasos capilares; Int, espacio intersticial; TS, tubo seminifero;
Spd, espermatidas; Esp, espermatozoides; Spg, espermatogonias; CS, células de Sertoli; Cap, capsula;
CL, células de Leydig; Endot, células endoteliales; Erit, eritrocitos.

72


https://www.proteinatlas.org/

7.1.2 Expresion de TSPAN33 en lineas celulares y muestras de biopsias

primarias de tumores

La CCLE, es otra base de datos publicada recientemente y en la que se deposita una
compilacién de datos sobre secuenciacion masiva en mas de 1400 lineas celulares
derivadas de 40 subtipos de tumores (Barretina et al. 2012). Al evaluar la expresion de
TSPAN33 mediante microarreglos Affymetrix®, la mayor expresion es detectada en
lineas derivadas de los siguientes tumores: leucemia linfocitica aguda (B-ALL),
carcinoma renal, linfoma de Hodgkin, linfoma de Burkitt, linfoma de células B grandes
(LDCBG) y otros linfomas de células B (folicular, zona marginal, manto, etc.) (Figura
27A). Por otro lado, al evaluar la expresion de TSPAN33 en el mismo set de datos
mediante RNAseq, es posible detectar la mayor expresion en: carcinoma renal, cancer
de cérvix, B-ALL, linfoma de Burkitt, otros linfomas de células B y LDCBG (Figura
27B/D). Al analizar la relacion entre los datos obtenidos por los dos abordajes
experimentales, existe una correlacion positiva entre ambos grupos (Spearman r=0.96,
p=>0.001; Figura 27C). Como informacién de referencia, los niveles de expresion de
TSPAN33 también fueron evaluados en todas las lineas individuales asociadas a
carcinomas renales; asi como, leucemias y linfomas derivados de linfocitos B (Figura
28).

Por otro lado, la cohorte del TCGA integra y cataloga de forma sistematica datos
gendmicos obtenidos por analisis multi dimensional (RNAseq, CHIPseq, etc.) de
biopsias de 31 tipos de tumores, asi como tejido normal de donadores sanos (n=33,549
individuos y pacientes) (Tang et al. 2017). En esta serie de muestras, la mayor
expresion de TSPAN33 se concentra en: glioma de baja peligrosidad (LGG), carcinoma
hepatico (LIHC), carcinoma renal de células claras (KIRC), carcinoma renal de células
cromofobas (KICH), linfoma de células B grandes (DLBC) y carcinoma renal de células
papilares (KIRP) (Figura 29A). Al evaluar la diferencia en el cambio de expresion entre
los seis tipos de tumores con mayor expresiéon de TSPANS33 y los tejidos normales
correspondientes, fue posible detectar diferencias significativas entre tejidos normales
y tumorales tanto de DLBC, como de KIRC (Figura 29B).
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Expresion de TSPAN33
(Affymetrix HU133Plus2)

Figura 27. Expresion de TSPAN33 en lineas celulares derivadas de tumores. A/B. Analisis de
expresion mediante microarreglos y RNAseq de
(https://portals.broadinstitute.org/ccle). En el eje vertical se muestran los niveles de expresion de
acuerdo a la plataforma de analisis utilizada; los diagramas de caja representan el rango de la mediana
entre los primeros dos percentiles y los bigotes a el rango intercuartil. C. Correlacion de la expresion de
TSPAN33 entre los datos de ambas plataformas de analisis. D. Correlacion entre la expresion de
TSPAN33 y CD19 a partir de los datos de microarreglos. Las lineas en los ejes indican la mediana
global; el recuadro sefiala a las lineas positivas para ambos marcadores y en rojo a la linea celular Raji.

74

Expresion de CD19
(Affymetrix HU133Plus2)

lineas celulares registradas en


https://portals.broadinstitute.org/ccle

. M2,
v) &
Y | 5,
- 452> %.
L 9, L .9
[ L wv% VM.AVQ
C ...mmv.&v " -\0\0
[ - 277 n @ | *0
( .0&‘ 2 m nu‘vxv
fimm o 6 & N
c o . ”uo.ﬂv - Fo e
Es Y o,
S= By Lo, %,
= 5 W:ov .onwv.a
w £ -,\\\Wv bm\O | '/N\.v%
" L o5%
: .
| a0
[ o s na«v
e "_Hl rmv.v.o
£D il -n.uve
873 L,
cT 0%
= Fo, Y
0 N
« L, %
" s
£5 O
o5 %,
KT} 3 -O@G&mv
£% B
83 om..m\
£ '..a.u&‘
-
nM.v -b&\\v.v
(3
r.vawv
J@o@
[ %%
Lo %, 7
o ¥
@ I o, %
3] %, %,
i &, 7
< a "_” Fe 4, <
4 ¢ [ <55 - — <. %,
3 [ <5050 r Loy, X
A. [ " ﬁ_\vA\ Oax (4
m = -8 - &, 0
[ L 5.0 G@
[ 2% o, %
] L | x Q@g
: .&W@v Y, %,
LI — T RS P S S I XS
o © ® o ® © v@ ? ¢
(INYdY £ENVdSL) ¢BoT (WMdY £ENVdSL) Bo (WMdY SENVdSL) ¢hoT

< m

75

linfocitos B y carcinomas renales. Andlisis de expresion mediante RNAseq en las lineas celulares
individuales registradas en la CCLE (https://portals.broadinstitute.org/ccle) y que son derivadas de
distintos tipos de neoplasias asociadas a linfocitos B (A) y carcinomas renales (B). En el eje vertical se
muestran los niveles de expresion de acuerdo al Log, del RPKM,; la linea recta indica la mediana global

Figura 28. Expresion de TSPAN33 en lineas celulares individuales de neoplasias derivadas de
de todos los datos y la linea punteada sefiala el tercer cuartil.
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Figura 29. Expresion de TSPAN33 en biopsias de tumores primarios. A. Distribucion de la expresion
de TSPANS3S3 en biopsias de tumores primarios registradas en el TCGA (https://tcga-data.nci.nih.gov/).
En el eje vertical se muestran los niveles de expresion de acuerdo al TPM; la linea recta indica la
mediana global de todos los datos. B. Comparacion estadistica entre tejido normal y canceroso de los
seis tipos de tumores con mayor expresién de TSPAN33. En el eje vertical se muestran los niveles de
expresion de acuerdo al Log, de la TPM, los diagramas de caja muestran la mediana junto a el rango
de los primeros cuartiles y los bigotes el rango intercuartil. *p=<0.05 KIRP, carcinoma renal papilar;
DLBC, linfoma de células B grande; KICH, carcinoma renal croméfobo; KIRC, carcinoma renal de células
claras; LIHC, carcinoma hepatocelular; LGG, glioma de bajo grado; GBM, glioblastoma multiforme;
TGCT, tumores de células germinales testiculares; THYM, carcinoma del timo; LAML, leucemia aguda
mieloide; UCS, carcinosarcoma uterino; CHOL, colangiosarcoma; PRAD, adenocarcinoma prostatico;
SKCM, melanoma cutaneo; UCEC, carcinoma de endometrio; LUSC, carcinoma escamoso de pulmon;
OV, adenocarcinoma cistico seroso de ovario; SARC, sarcoma; BRCA, carcinoma invasivo de seno;
READ, adenocarcinoma del recto; COAD, adenocarcinoma colénico; BLCA, carcinoma urotelial de
vejiga; STAD, adenocarcinoma estomacal;, PCPG, feocromocitoma y paraganglioma; LUAD,
adenocarcinoma pulmén; CESC, adenocarcinoma y carcinoma escamoso cervical, PAAD,
adenocarcinoma pancreatico;, ESCA, carcinoma esofagico; THCA, carcinoma de tiroides; HNSC,
carcinoma escamoso de cabeza y cuello; ACC, carcinoma adrenocortical.
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7.1.2.1 TSPAN33 como biomarcador de tumores primarios derivados de

carcinomas renales y linfomas de células B

Segun las observaciones anteriores y las de un estudio previo de nuestro grupo de
trabajo, los niveles de expresion de TSPAN33 cambian durante la formacion de
procesos tumorales (Luu et al. 2013). Para evaluar la capacidad predictiva durante la
formacion de carcinomas renales y linfomas de células B, la expresion de TSPAN33
fue evaluada en los diferentes estadios de progresion tumoral en muestras primarias
de linfoma (DLBC) y carcinomas renales (KIRC/KIRP/KICH). En el caso de DLBC, es
posible observar una tendencia no significativa a la baja durante la progresion de la
enfermedad (Figura 30A). En cambio, en el conjunto de carcinomas renales, es posible
observar una disminucioén significativa en la expresion de TSPAN33 en los estadios
mas avanzados (lll y 1V) (Figura 30C). La observacion anterior sugiere que la perdida
de expresion podria asociarse a un mal prondstico durante la enfermedad. Para
evaluar este fendmeno, fueron realizados andlisis de supervivencia global y libre de
enfermedad en las cohortes ya mencionadas. En el caso de linfoma, no existe una
relacion significativa entre la expresion y la supervivencia global de los pacientes
(HR=0.57; p=0.44) (Figura 30B). En contraste, al analizar la relacion en el conjunto de
carcinomas renales fue posible detectar una asociacion significativa entre la
supervivencia global y la perdida de expresion de TSPAN33 en estos pacientes
(HR=0.63; p=0.001) (Figura 30D).
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Figura 30. TSPAN33 como biomarcador en la prognosis de linfomas y carcinomas renales.
Expresion de TSPAN33 segun los estadios de progresion histolégica de linfomas (A) y carcinomas
renales (C). B/D. Analisis de supervivencia global y libre de enfermedad segun el estimador Kaplan-
Meier para las cohortes de ambos tipos de tumores. Las lineas azules representan a las muestras por
abajo del cuartil 50 de la mediana global las rojas aquellas muestras por encima del mismo. HR(high),
tasa de riesgo para la poblacién con alta expresién de TSPAN33; p(HR), valor del estadistico p para la
tasa de riesgo calculada; n(high)/(low), numero de muestras por arriba o abajo del cuartil 50.
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7.1.3 Caracterizacion de TSPAN33 en un modelo celular de linfoma de Hodgkin
7.1.3.1 Expresion de tetraspaninas

La linea celular Raji fue seleccionada como modelo para estudiar la funcién de
TSPANSS3 en linfocitos B y su posible implicacion durante la formacion de procesos
tumorales a través de la via NOTCH. En primera instancia, la expresion de las 33
tetraspaninas fue evaluada en dos grupos de datos de secuenciacibn por
microarreglos, generados de forma independiente. Al realizar una correlacion de
ambos grupos, fue detectada una relacion positiva (r=0.77, p==0.001) entre los datos
y un grupo de siete miembros principales: TSPAN3, TSPAN14, CD53, CD37, CD82,
CD81, CD63 y TSPAN33 (Figura 31).

7.1.3.2 Distribucion subcelular y cinética de expresiéon durante la estimulaciéon

Para analizar la distribucion subcelular de TSPAN33, los niveles fueron evaluados
mediante citometria de flujo en células activadas con diferentes estimulos policlonales
y en reposo. En células sin estimular, es posible detectar bajos niveles superficiales de
TSPANS33, por otra parte, la mayor sefial es detectada al interior de células
permeabilizadas (Figura 32A/B). Sin embargo, la estimulacion de células con
IL4/aCD40 induce la expresion superficial de TSPAN33 desde las 24h y hasta las 72h
de activacion, en forma dosis-independiente (Figura 32D). A su vez, la estimulacion
con ionomicina no es capaz de inducir cambios significativos en los niveles
superficiales de TSPANS33 (Figura 32C). Por otro lado, la localizacién de TSPAN33
también fue observada por microscopia en células Raji transgénicas para TSPAN33;
asi como, en preparaciones registradas en el HPA de células A431 y U20S tefiidas
con un anticuerpo. En células Raji, la quimera TSPAN33-EGFP se localiza en la
periferia de las células, colocalizando con el citoesqueleto de actina cortical y con un
patron de distribucion puntillado en las microvellosidades; ademas, existe un
enriquecimiento citoplasmico de la proteina (Figura 33A). Paralelamente, en células
epiteliales TSPAN33 tiene un patron similar en la superficie de las células y
microvellosidades (Figura 33B). Por otro lado, en el citoplasma tiene una distribucion
localizada en los microtubulos, con un patréon puntillado a lo largo de las fibras de
tubulina (Figura 33B).
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Figura 31. Expresion de tetraspaninas en la linea celular Raji. A/B. Niveles de expresion por
microarreglos (GSE60327, n=2 y GSE48399, n=3) en la linea celular Raji. En el eje vertical se muestran
los niveles de expresion segun el Log, de la intensidad RMA; la linea recta marca la mediana de
expresion global y la linea punteada al tercer cuartil. C. Correlacion entre los datos de expresion de
ambos estudios, cada punto representa a una tetraspanina. La linea punteada color rojo marca la
mediana global de cada estudio; la linea recta color negro muestra la tendencia lineal de la correlacion
y las lineas punteadas adyacentes muestran el intervalo de confianza de la misma. Expresion mediante
PCR de tetraspaninas en Pérez-Martinez et al. 2017 (Q2) y Ferrer et al. 1998 (V).
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Figura 32. Distribucion y cinética de expresion de TSPAN33 en células Raji. A. Histogramas
representativos del andlisis por citometria de flujo de la distribucion de TSPAN33 en células Raji,
permeabilizadas o no con el detergente Tritbn X100 y que posteriormente fueron tefiidas con un
anticuerpo monoclonal. Los histogramas grises corresponden al control de isotipo, el histograma negro
a la tinciébn con anticuerpo y en la parte superior del recuadro se indica la gMFI. B. Comparacion
estadistica de la gMFI normalizada a los controles de isotipo de los dos tratamientos (panel izquierdo) y
de la tasa de cambio respecto al control de isotipo de ambos tratamientos (panel derecho). C. Cinética
de expresion para TSPAN33 durante la estimulacion de células Raji con ionomicina (1uM) durante 30
(azul), 50 (rojo) y 90 (verde) minutos y la comparacion estadistica respecto al control sin estimular (gris).
D. Cinética de expresion para TSPAN33 durante la estimulacion de células Raji con concentraciones
(paneles izquierdos) de 2.5 (azul), 5.0 (rojo) y 10.0 (verde) ng/ug de IL4/aCD40; asi como en tiempos
(paneles derechos) de 24 (azul), 48 (rojo) y 72 (verde) horas. En los paneles inferiores se muestran las
comparaciones estadisticas respecto al control sin estimular (gris) y en el recuadro pequefio se muestra
la expresidon del control de activacion CD69. *p=<0.05
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TSPAN33 Reconstruccion 3D

TSPAN33

Figura 33. Distribucion subcelular de TSPAN33 en linfocitos y células epiteliales. A. Imagenes
representativas de células Raji transgénicas TSPAN33-EGFP (verde) tefiidas con faloidina-rodamina
(rojo) para detectar el citoesqueleto de actina y observadas mediante microscopia confocal. Los
recuadros a la izquierda representan cortes individuales y los recuadros a la derecha muestran una
reconstruccion tridimensional con multiples cortes de las mismas células. B. Imdgenes representativas
obtenidas del HPA, de células epiteliales U20S y A431 tefiidas con un anticuerpo para TSPAN33 (verde)
y tubulina (rojo). Los recuadros a la izquierda muestran los canales individuales y los recuadros a la
derecha muestran acercamientos correspondientes a las &reas delimitadas con lineas punteadas.
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7.1.3.3 TSPAN33 se asocia con los receptores NOTCH y la proteasa ADAM10 en

la membrana plasmatica

Para corroborar si existe una correlacion a nivel transcripcional entre la expresion de
TSPANS33 y NOTCH, los niveles de las moléculas fueron evaluados en las muestras
lineas células del linfoma de Burkitt del CCLE y células primarias transformadas con
EBV del GTex (Barretina et al. 2012; Ardlie et al. 2015). De forma correspondiente, en
ambos casos fue posible detectar una correlacion positiva entre la expresion de
TSPANSS3, con la de ADAM10, NOTCH1 y NOTCH4 (Figura 34D/E). Para confirmar la
correlacién entre la expresion de TSPAN33 y elementos NOTCH descrita previamente,
los niveles de los receptores fueron evaluados en células Raji deficientes y
transgénicas. De forma correspondiente, las células transgénicas mostraron mayores
niveles de TSPAN33 en la superficie y también fue posible detectar una intensidad de
TSPAN33 inferior a la del isotipo en células deficientes (Figura 34A/C). Asimismo,
fueron detectados mayores niveles superficiales de ADAM10 en células transgénicas,
pero sin una disminucion detectable en células deficientes. Sin embargo, al evaluar los
niveles totales de ADAM10 en células knock-down por western blot, fue observada una
disminucién en la forma madura de la enzima (Figura 34B). Por otro lado, al evaluar
los niveles superficiales del receptor NOTCHL fue posible detectar un aumento minimo
en los niveles del receptor en células transgénicas, asi como una disminucion en
células deficientes. Respecto a NOTCH2, fue detectado un aumento en ambos
modelos celulares, particularmente, en células deficientes para TSPAN33. Ademas,
los niveles superficiales de NOTCH4 se encuentran aumentados en células
transgénicas. La asociacion fisica de TSPAN33 con los receptores NOTCH, fue
evaluada por inmunofluorescencia en células transgénicas tefiidas con anticuerpos
contra los receptores NOTCH1 y NOTCH2. En células incubadas con los anticuerpos
en frio, es posible detectar un patron puntillado similar al de TSPAN33 para ambos
receptores NOTCH, pero sin observar colocalizacion significativa en ambos casos
(Figura 35A/B). Sin embargo, al inducir la aglutinacion de moléculas mediante la
incubacion de los anticuerpos a mayor temperatura, fue posible inducir la polarizaciéon
de NOTCH a un extremo de las células, junto a una porcion de TSPAN33-EGFP que
colocaliza con la sefial de los receptores (Figura 35A/B).
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Figura 34. TSPAN33 regula los niveles de expresién de los receptores NOTCH en células Raji.
Evaluacion de la expresion de TSPAN33, ADAM10, NOTCH1, NOTCH2 y NOTCH4 mediante citometria
de flujo en células Raji deficientes (A) y transgénicas (C) para TSPAN33. B. Evaluacion de la expresion
de TSPAN33 y ADAM10 mediante Western-blot en células silvestres o deficientes para TSPAN33. La
expresion de tubulina fue utilizada como control de carga. D/E. Expresion de las moléculas mencionadas
anteriormente, analizada por RNAseq en lineas celulares de linfoma de Burkitt de la CCLE (D) y en
linfocitos transformados con EBV del Gtex (E). En los recuadros se muestran las correlaciones entre
TSPAN33 y las moléculas analizadas, al interior se indican los valores del indice de correlacién de
Pearson o Spearman segun corresponda, asi como el valor estadistico de cada uno. Cada punto
representa una linea celular o muestra primaria en cada base de datos, la linea recta representa la
tendencia lineal de la correlacién y las lineas punteadas el intervalo de confianza de la misma.
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Figura 35. TSPAN33 interactiia con los receptores NOTCH en la membrana plasmatica. Imagenes
representativas de cortes individuales de células Raji transgénicas TSPAN33-EGFP (verde) tefiidas con
anticuerpos contra los receptores NOTCHL1 (A, rojo) y NOTCH2 (B, rojo). Las tinciones fueron realizadas
con células incubadas en frio (paneles superiores) durante todo el proceso o 37°C durante 30min para
inducir la aglutinacion de las moléculas y fueron observadas mediante microscopia confocal.



7.1.3.4 TSPAN33 inhibe parcialmente la proliferacién, induce un arresto de ciclo

celular y la formacién de células gigantes multinucleadas.

NOTCH se encuentra estrechamente asociado a procesos de proliferacion y
diferenciacion en una gran variedad de tejidos, incluyendo poblaciones linfocitarias tipo
B y T (Radtke et al. 2004). La capacidad proliferativa de células transgénicas para
TSPAN33 fue evaluada durante 24 y 48h mediante tres técnicas distintas incluyendo:
degradacion de sales de tetrazolio (WST-1), dilucion de colorante (eFluor670) y
analisis de impedancia celular en tiempo real (RTCA). En todos los casos, fue
detectada una deficiencia significativa en la proliferacion de células transgénicas para
TSPANSS3, respecto al control. En primer lugar, al evaluar la capacidad proliferativa de
estas células en suspension, hay una disminucion significativa en la degradacion del
sustrato WST-1 desde las 24h y hasta las 48h en cultivo (Figura 36A). Asimismo, es
posible detectar una mayor intensidad de sefial del colorante de proliferacién
eFluor670 en células transgénicas tras 48h de cultivo, es decir, una menor dilucion
respecto al control (Figura 36B). Del mismo modo, al evaluar la capacidad proliferativa
en tiempo real y en presencia de componentes de la matriz extracelular, fue detectado
un defecto en la proliferacién y adhesion de células transgénicas para TSPAN33 en
los tres sustratos aplicados (gelatina, fibronectina, laminina) (Figura 36C). Para
profundizar sobre el defecto proliferativo generado por la expresion estable de
TSPAN33, el ciclo celular de estas células fue evaluado mediante el anélisis de ADN
total utilizando el intercalante lineal TO-PRO3. De forma interesante, las células
transgénicas para TSPAN33 presentan una acumulacion en las fases G2M respecto al

control de expresion (Figura 37).

Finalmente, otra observacion realizada en células transgénicas para TSPAN33, es la
presencia de células gigantes multinucleadas. En este sentido, al observar las células
transgénicas mediante microscopia confocal, es posible observar nudcleos multi
lobulados en células con tamafio 225um, comparados con otros ndcleos en células
adyacentes y morfologia regular (Figura 38A). De forma correspondiente, al comparar
el tamafio mediante analisis de campos aleatorios, fue detectado un aumento en el
area ocupada por las células transgénicas (187.3-230.8um?) con respecto a las células
control (159.3-170.2um?) (Figura 38B).
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Figura 36. La presencia de TSPAN33 en la membrana inhibe la proliferacion celular. La capacidad
proliferativa de células Raji transgénicas TSPAN33-EGFP fue evaluada la degradacion de WST-1
analizada por espectrofotometria (A), la dilucién de colorante eFluor670 después de 72h analizada por
citometria de flujo (B) y analisis cambios de impedancia analizados por RTCA (C). La proliferacién fue
evaluada en células en suspensién (A/B); asi como adheridas sobre laminina (azul), fibronectina (rojo)
o laminina (C). En los ejes verticales se muestran los valores de proliferacion relativos a cada método,
en el caso de la citometria de flujo, la intensidad de fluorescencia del colorante se muestra en el eje
horizontal.
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Figura 37. La expresion transgénica de TSPAN33 induce un arresto en la fase G2M del ciclo
celular. La cantidad de material genético fue analizada por citometria de flujo mediante la tincién con el
intercalante TO-PRO3, en células transgénicas de TSPAN33-EGFP (panel derecho) o en controles de
expresion EGFP (panel izquierdo). En el eje horizontal se muestran los niveles de intensidad de
fluorescencia del colorante y las lineas punteadas de color rojo delimitan las fases GOG1 (2n), S (2n+)
y G2M (4n+).
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Figura 38. La expresion transgénica de TSPAN33 induce la formaciéon de células gigantes
multinucleadas. A. Morfologia nuclear alterada de células Raji transgénicas para TSPAN33-EGFP, las
imagenes muestran reconstrucciones tridimensionales realizadas por microscopia confocal. Las flechas
indican la presencia de nucleos fragmentados o multilobulados de >25um de tamafio. B. Comparacion
estadistica (n=1000 células) del tamafio mediante la medicion del area en pm? en campos aleatorios
observados por microscopia confocal. ***p<0.001
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7.1.4 Expresion de TSPAN33 en biopsias registradas en el HPA
7.1.4.1 Linfomas

Para corroborar y brindar mas informacion sobre las observaciones realizadas
previamente, la presencia de TSPAN33 como proteina fue evaluada mediante el re
andlisis de inmunohistoquimicas de linfomas registrados en el HPA. Es importante
sefialar que, los linfomas Unicamente son clasificados en dos categorias: linfoma de
Hodgkin o no Hodgkin. Lo anterior debido a que, para realizar una categorizacion mas
detallada, se requiere la evaluacion de otros marcadores celulares que permiten la
discriminacion de subtipos (e.g. translocacion de Myc en linfoma de Burkitt). Sin
embargo, al analizar la distribucion de TSPAN33 en estas muestras, es posible
observarla en todas las muestras analizadas. En el caso de linfomas no Hodgkin,
TSPANSS se localiza en focos donde se observan linfocitos con morfologia elongada
e irregular, particularmente algunas células gigantes multinucleadas (Figura 39A). De
forma interesante, los nucleos de estos linfocitos presentan la predominancia de
nacleos con eucromatina en comparacion con células neoplasicas adyacentes (Figura
39B). En biopsias de linfoma de Hodgkin, TSPAN33 se localiza en linfocitos
adyacentes a las células de Reed-Sternberg (Figura 39A). La distribucién subcelular
en estos linfocitos es similar a la anterior, incluyendo el citoplasma y la membrana
plasmatica, pero sin detectar la presencia de células gigantes multinucleadas (Figura
39B).

7.1.4.2 Carcinoma renal

Las muestras primarias de carcinoma renal registradas en el HPA también fueron re
analizadas, detectando un patrén particular en las células neoplasicas. Ademas de ser
expresada por practicamente todas las células tumorales, TSPAN33 presenta una
distribucion basolateral en la periferia celular, particularmente en las uniones
intercelulares (Figura 40A/B). Ademas, en algunos casos fueron detectadas células
con presencia citoplasmica de la proteina (Figura 40B). Las células tumorales
presentan una morfologia irregular tipica, sin identificar alteraciones particulares en

células que expresan TSPAN33.
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Figura 39. Distribucion de TSPAN33 en linfomas de células B. Expresion de la proteina TSPAN33
en biopsias primarias de linfomas de Hodgkin y no Hodgkin, revelada con tinciones por
inmunohistoquimica y disponibles al publico en el HPA (https://www.proteinatlas.org/). En los paneles
de la izquierda (A) se muestra un campo panordmico y a la derecha la deteccion de sefial
correspondiente, realizada con el software ImageJ (NIH). En los paneles de la derecha (B) se muestran
acercamientos en diferentes regiones de la biopsia. Las cabezas de flecha indican células positivas para
TSPAN33. RS, células de Reed-Sternberg.
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Figura 40. Distribucion de TSPAN33 en carcinomas renales. Expresion de la proteina TSPAN33 en
biopsias primarias de carcinomas renales sin clasificar, revelada con tinciones por inmunohistoquimica
y disponibles al pablico en el HPA (https://www.proteinatlas.org/). En los paneles de la izquierda (A) se
muestra un campo panoramico y a la derecha la deteccion de sefial correspondiente, realizada con el
software ImageJ (NIH). En los paneles de la derecha (B) se muestran acercamientos en diferentes
regiones de la biopsia. Las cabezas de flecha indican células positivas para TSPAN33.
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7.2 DISCUSION
7.2.1 TSPAN33 en tejidos normales

Las primeras tetraspaninas fueron descubiertas en los afios 90 y descritas
originalmente como antigenos tumorales y leucocitarios, con la funcion de
“facilitadores moleculares” capaces de agrupar proteinas especificas dentro de
microdominios en las membranas. Todas las células inmunes expresan tetraspaninas,
sin embargo, algunos miembros de la familia presentan patrones restringidos a linajes
especificos (Barrena et al. 2005; Zuidscherwoude et al. 2017). De acuerdo a los
resultados reportados en este trabajo, la expresibn de TSPAN33 es detectada
principalmente en glandulas endocrinas, tejidos linfoides, rifiones y testiculos. De
forma correspondiente, el primer estudio que describe a TSPAN33 en ratones, detecto
la expresion en: testiculos, rifion, cerebro, higado, bazo y la fraccion Terl19+ en
médula 6sea (Heikens et al. 2007). Como se mencion6 anteriormente, existen
evidencias de varios grupos de investigacion que muestran a TSPAN33, como un
marcador de activacion en células hematopoyéticas de varios mamiferos y peces
teledsteos (Priyathilaka et al. 2017; Osvaldova et al. 2017; Ruiz-Garcia et al. 2016). De
la misma forma, otros estudios paralelos también han detectado la expresion de
TSPANSS3 en rifiones y testiculos de humano (Sohni et al. 2019; Guo et al. 2018; Luu
et al. 2013). Por lo tanto, la informacién de las bases de datos analizadas concuerda
con las evidencias publicadas anteriormente, validando su uso en los analisis

posteriores.

Mediante la evaluacion de datos de microarreglos generados en distintos trabajos
enfocados al estudio de linfocitos B, fue posible detectar un perfil particular durante
diferentes estadios de maduracion. De acuerdo con esto, TSPAN33 es expresada de
forma progresiva durante la maduracion de linfocitos circulantes (transicionales >
memoria). En contraste con la informacién publicada sobre linfocitos B de humano en
sangre periférica, los datos en este estudio muestran que las células virgenes (naive)
expresan niveles abundantes de TSPAN33. De acuerdo con esta observacion, datos
por microarreglos del “Atlas de Células Primarias” (Mabbott et al. 2013) y RNA-seq de
la “Base de datos de Expresion Epigénomica y QTLs en Células Inmunes” (Schmiedel

et al. 2018), muestran que TSPAN33 se expresa en este subtipo de linfocitos B. La
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discrepancia observada entre los datos analizados en este estudio y los publicados
previamente, podria ser atribuida a los marcadores utilizados durante la separacion
celular en ambos estudios (Clavarino et al. 2016; Palanichamy et al. 2009). Por otro
lado, también fue posible confirmar el patrén ya reportado en linfocitos de memoria;
asi como la observacion de que la activacion promueve la expresion de TSPAN33 (Luu
et al. 2013; Pérez-Martinez et al. 2017). Siguiendo lo mencionado en la seccidn
anterior, respecto a la posible funcion de TSPAN33 en linfocitos B a través de su
asociacion con ADAM10, hay evidencias que involucran a la proteasa con la activacion,
produccién de anticuerpos, asi como la diferenciacion de linfocitos B maduros y células
plasméaticas (Chaimowitz et al. 2011, 2012). De forma particularmente interesante, los
ratones con deficiencia condicional de ADAM10, a los 3 meses de edad recapitulan el
fenotipo de ratones sin la expresion de TSPAN33, incluyendo: hepatoesplenomegalia,
eritropoyesis extramedular, presencia de megacariocitos y supresion de linfocitos B
maduros en el bazo, entre otras poblaciones leucocitarias (Heikens et al. 2007; Weber
et al. 2013). Ademas, la expresion transgénica de ADAM10 también inhibe el desarrollo
de linfocitos B y promueve linajes mieloides (Gibb et al. 2011). En conjunto, estas
evidencias sugieren que ADAM10 ejerce algunas de sus funciones a través de un
balance en la modulacién de su actividad y/o afinidad por diferentes sustratos, lo que
a su vez regula otras vias de sefializacién. En cuanto a esto, también se ha identificado
un papel regulatorio para la via NOTCH en respuestas humorales (Thomas et al. 2007,
Santos et al. 2007; Kang, Kim y Park 2014). Ademas, un reporte reciente describié que
TSPAN33 activa la via NOTCH y NFkB a través de ADAM10, en macrofagos
estimulados con LPS/IFNy (Ruiz-Garcia et al. 2016). De acuerdo con esto, los datos
en este trabajo también muestran a TSPAN33 en macréfagos alveolares. La
produccién de anticuerpos durante las respuestas inmunes, depende principalmente
de la formacién de centros germinales en Organos linfoides secundarios (Basso y
Dalla-favera 2015). El mantenimiento de estas estructuras es regulado por ADAM10
en linfocitos B, a través del procesamiento de varios sustratos, incluyendo: TNFa,
ICOSL, TACI, BAFFR y NOTCH (Arduise et al. 2008; Yoon et al. 2009; Lownik et al.
2017; Smulski et al. 2017; Lownik et al. 2019). En relacion a NOTCH, la reaccion de

centro germinal es promovida indirectamente por esta via, mediante células
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dendriticas foliculares que expresan ligandos como DLL1 en los centros germinales y
Jagl en la zona marginal; que a su vez, inhiben la apoptosis y modulan la
diferenciacion a células plasmaticas (Santos et al. 2007; Yoon et al. 2009; Chaimowitz
et al. 2011; Fasnacht et al. 2014). De forma correspondiente, los datos de
secuenciacion e inmunohistoquimica aqui descritos, muestran a TSPAN33 en algunos
linfocitos de la zona clara en centros germinales del bazo, nédulos linfaticos y
amigdalas. Simultaneamente, también es posible detectar a la proteina con el mismo
patron en centros germinales del apéndice y placas de Peyer en el colon (datos no
mostrados). Al igual que TSPAN33, otras tetraspaninas también son expresadas en
centros germinales y regulan diferentes eventos bioquimicos relacionados a la funcion
de esta subestructura anatomica. En este sentido, CD81 ha sido descrito como un
marcador general de linfocitos B, con mayor expresion en centros germinales y un
patrén de distribucion similar al observado para TSPAN33 en 6rganos linfoides (Luo et
al. 2010). Por otro lado, la expresion transitoria de CD9 ha sido identificada como
marcador de centrocitos y analisis funcionales sugieren que cumple la funcién de
promover las interacciones con células dendriticas foliculares en la zona clara,
mediante la regulacién de integrinas 1 (Yoon et al. 2014). Asimismo, CD63 en sinergia
con IL21 inhibe la migracion hacia la zona oscura mediante la endocitosis de CXCR4
en linfocitos B activados (Yoshida et al. 2011). Finalmente, CD37 esta implicada en la
vias de sefalizacion de Akt y PI3K dependientes de la integrina a4p1, al asociarse
fisicamente y modular la fosforilacion de estas moléculas en linfocitos B (Beckwith,
Byrd y Muthusamy 2015). Acorde con esto, datos no publicados de nuestro grupo de
investigacibn muestran que, a través de un mecanismo no descrito, la expresion
transgénica de TSPAN33 inhibe la expresion superficial de esta integrina e induce la
de CD9, CD63y CD81. Aparte de los centros germinales, también es posible observar
a TSPANS33 en algunas células de la zona marginal adyacente. En relacion a esto,
existen evidencias claras de que la diferenciacion de este subtipo de linfocitos B
depende del procesamiento proteolitico de NOTCH2 y CD23 mediado por ADAM10
(Saito et al. 2003; Gibb et al. 2010; Descatoire et al. 2014). A la vez, estos receptores
sefalizan junto con el GPCR Gai, asi como, los factores de transcripcion Fos y Taok3
(Iwahashi et al. 2012; Hammad et al. 2017; Hwang et al. 2018). Aunado a esto, analisis
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bioinformaticos recientes de dos grupos independientes, identificaron la expresion de
TSPAN15 (miembro C8) en esta subpoblacién y bajo el programa transcripcional de la
proteina de union a RNA ZFP36L1 (Mabbott y Gray 2014; Newman et al. 2017).
Simultaneamente, CD9 también ha sido descrito como un marcador expresado en este
subtipo de linfocitos (Won y Kearney 2002; Kin et al. 2008). Por otro lado, los datos de
microarreglos analizados en este trabajo también muestran que independientemente
de la estimulacion, los linfocitos B productores de IL10 en sangre periférica expresan
niveles bajos de TSPAN33. En cuanto a esto, datos no publicados de nuestro grupo
también han demostrado que la expresion transgénica de TSPAN33 en Raji (linea
productora de IL10), disminuye significativamente los niveles en sobrenadantes de
cultivo (Benjamin, Knobloch y Dayton 1992; Mansour et al. 2004). Asimismo, existen
varios reportes que identifican la expresion diferencial de otras tetraspaninas en
poblaciones reguladoras, incluyendo a CD9 como marcador positivo y CD37 como
marcador negativo (Van De Veen et al. 2013; Sun et al. 2015; Brosseau et al. 2018).
En el presente trabajo, las poblaciones de células productoras de IL10 analizada
cumplen con ambos criterios, confirmando la firma de tetraspaninas e incluyendo a
TSPAN33 como un marcador negativo de la misma. De forma interesante, la
produccién de IL10 es regulada por vias no-candénicas de NOTCH, durante la
activacion de células inmunes. En células dendriticas y macréfagos, la produccién de
la interleucina es promovida mediante un mecanismo NOTCH no candnico,
dependiente de sefiales por TLR, PI3K y NFkB (p50) (Q. Zhang et al. 2012; Gentle et
al. 2012; Wongchana et al. 2018). Mientras que, en linfocitos Thl la produccion
mediada por NOTCH, depende del factor de transcripcion STAT4 (Rutz et al. 2008).
En conclusion, los datos reportados en este trabajo muestran que TSPAN33 no es
expresada de forma homogénea y abundante por linfocitos B; por el contrario, el patron
de expresion al igual que el de otras tetraspaninas, parece atender a eventos
especificos de activacion y diferenciacion en estas células. Asimismo, las
observaciones realizadas representan las primeras evidencias registradas de esta
proteina en células embebidas en tejidos linfoides, asi como en células B de centros

germinales, aportando mas informacion sobre su posible funcion en estos linfocitos y
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las implicaciones de su utilizacion como blanco terapéutico para el tratamiento tanto

de linfomas como leucemias.

La expresion de TSPAN33 en tejido renal fue reportada simultaneamente con la de
linfocitos B activados; pero a la fecha no existe informacién detallada sobre su
expresion durante el desarrollo y homeostasis de este tejido (Luu et al. 2013). Segun
el estudio anterior, los analisis por inmunohistoquimica en rifiones de humano,
muestran a TSPAN33 restringida a los tubos contorneados (distales y proximales) y
los conductos colectores. Sin embargo, los datos en este trabajo muestran que ademas
de encontrarse en estas estructuras, TSPAN33 también se localiza en podocitos
glomerulares. En este sentido, es posible detectar la expresion homogénea de
TSPANS33 al secuenciar el transcriptoma de biopsias de regiones anatdémicas
provenientes de rifiones de adulto. Por otro lado, al evaluar la expresion en datos de
scRNA-seq en células derivadas de rifiones fetales de humano, fue posible confirmar
la expresion de TSPAN33 en los conductos colectores, tubos contorneados y podocitos
glomerulares; con expresion particular en los precursores de estas células. En relacion
a la embriogénesis renal, NOTCH junto con la activacion coordinada de PI3K y Wnt4,
juegan un papel esencial durante el establecimiento de la mesénquima metanéfrica,
epitelio de donde se derivan los tubos contorneados y podocitos glomerulares (Cheng
et al. 2007; Fujimura et al. 2010; Wang et al. 2018). Por otro lado, NOTCH también
juega un papel importante en la segmentacidbn de los conductos colectores.
Particularmente, NOTCH2 patrticipa en la diferenciacién y mantenimiento de células
principales (AQP2+), a través de interacciones con el ligando JAG1 presente en la
superficie de las células intercaladas (ATPasa-H") (Jeong et al. 2009; Chen et al. 2017,
Mukherjee et al. 2018). En concordancia, ADAM10 también juega un papel importante
en la diferenciacion de estas estructuras a través de NOTCH y otros sustratos aun
pendientes de identificar (Guo et al. 2015). De acuerdo con lo anterior, un estudio
reciente describi6 que TSPAN33 forma un complejo supramolecular, para anclar a
ADAM10 en las regiones apicales de uniones adherentes (zona occludens), formadas
por células de conducto colector de rifidn y otros tipos de células epiteliales (Shah et
al. 2018). La esencialidad de ADAM10 para el mantenimiento y funcion de uniones

adherentes es evidente desde la gastrulacion durante el desarrollo embrionario de
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mamiferos y neméatodos (Kwon et al. 2016; L. Wang et al. 2017). Adema4s, esta
proteasa es expresada en las microvellosidades del borde en cepillo de las células de
los tubos proximales y a través de un mecanismo desconocido, regula la expresion de
moléculas como NHE3 una bomba Na*/H* y el receptor de nutrientes LRP2 (Cong, Li
y Biemesderfer 2011). De igual modo, esta proteasa es expresada y secretada
abundantemente por los podocitos glomerulares durante su maduracién y regula el
procesamiento de la molécula de adhesion L1 (Gutwein et al. 2010). Asimismo, un
estudio de transcriptomica y protedmica hecho en podocitos aislados por FACS,
identificé a las tetraspaninas como elementos integrales evolutivamente conservado
en este tipo celular. En particular, describen la implicacion de la tetraspanina TSP86d
(ortélogo de las TSPANCS en vertebrados), para la formacién de procesos podocitarios
en nefrocitos de D. melanogaster (Rinschen et al. 2018). En conjunto, los resultados y
evidencias revisadas muestran que TSPANS33 es expresada de forma abundante en
los rifiones y por su patrén de expresion, podria estar implicada en la regulacion de la
diferenciacion y mantenimiento de este tejido. Lo anterior, igual mediante su asociacion
con ADAM10 y la modulacién del procesamiento de distintos sustratos en las

membranas; asi como las vias de sefializacion reguladas por este fenomeno.

Otro sitio anatdmico donde es posible observar una expresion marcada de TSPAN33,
es en los conductos seminiferos de los testiculos. En relacion a esto, dos estudios
enfocados a describir los genes y vias de sefalizacibn asociadas a la
espermatogénesis en humanos, describieron a TSPAN33 como un marcador en
espermatogonias troncales (Guo et al. 2018; Sohni et al. 2019). Ademas, el desarrollo
de las espermatogonias depende de la formacion de complejos entre integrinas 1y
diferentes miembros de las proteasas ADAM (Tres y Kierszenbaum 2005). En
particular, ADAM10 es expresada de forma homogénea en los conductos seminiferos
de rata y es un marcador de apoptosis en espermatogonias de raton (Ryser et al. 2011,
Lizama, Ludwig y Moreno 2011; Lizama et al. 2012; Urriola-Mufioz et al. 2014).
Asimismo, los receptores y ligandos de la via NOTCH son expresados diferencialmente
durante la espermatogénesis en todos los tipos celulares, incluyendo: células de
Sertoli, células de Leydig, espermatogonias y espermatocitos (Dirami et al. 2001; Murta
et al. 2013). En este sentido, el balance en la activacion de NOTCH regula la
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diferenciacion de las espermatogonias en la membrana basal de los conductos
seminiferos y su ausencia esta asociada a infertilidad en pacientes por un arresto en
la maduracion (Hayashi et al. 2001). Asimismo, la inhibicion de NOTCH mediante
moléculas sintéticas o anticuerpos, altera la diferenciacion de las espermatogonias
(Dirami et al. 2001; Murta et al. 2014). Simultdneamente, diferentes estudios han
identificado un circuito de retroalimentacion positiva dada por NOTCH entre las
espermatogonias en desarrollo y las células de Sertoli, las cuales emiten sefiales que
promueven la diferenciaciéon o mantenimiento de las células germinales en el conducto
seminifero (Garcia y Hofmann 2013; Sohni et al. 2019). En conjunto, las afirmaciones
anteriores muestran que la presencia de TSPAN33 en este tejido también podria estar
asociada a la regulacion de NOTCH mediante la modulacién de la actividad de
ADAM10 en estas células. Sin embargo, es importante sefialar que los ratones
deficientes para TSPAN33 reportados previamente, eran viables y fértiles, lo que
sugiere que esta molécula no es esencial para el desarrollo espermatogénico (Heikens
et al. 2007).

Por ultimo, todas las observaciones realizadas en tejidos normales mediante diferentes
analisis bioinformaticos, son de gran relevancia, ya que podrian representar una fuente
de efectos secundarios no deseados (e.g. glomerulonefritis, infertilidad inmunolégica),
durante aplicaciones terapéuticas basadas en anticuerpos contra TSPAN33, como lo
proponen las tres patentes publicadas anteriormente (Flores-Gutiérrez, Zlotnik y
Yamanaka 2014; Sukhatme y Husain 2016; Tsai 2018).

7.2.2 TSPAN33 en tumores

El cancer es considerado una patologia que resulta de una serie de interacciones
complejas entre factores genéticos y ambientales. A la vez, estos eventos pueden
desencadenar una serie de cambios fisiologicos y moleculares que pueden resultar en
la muerte o transformacion maligna de una o varias células. La caracterizacion de estos
cambios a través de la genotipificacion de alteraciones genéticas y la fenotipificacion
de marcadores moleculares, ha permitido la identificacion del origen celular de los
tumores, y algunas de estas alteraciones son explotadas para el disefio de

tratamientos especificos para estas patologias. En este sentido, desde hace mas de
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tres décadas la descripcidon cualitativa y cuantitativa de proteinas de membrana, ha
sido uno de los principales abordajes para la clasificacion molecular de subtipos de
linfoma mas alla de sus caracteristicas histoldégicas y su posterior asociacion con
estadios de maduracion en células B normales (Anderson, Pinkus y Nadler 1984). Por
esta razon, las tetraspaninas han sido blancos atractivos para la caracterizacion de
tumores en general. También sus niveles de expresion han sido relacionados con la
prognosis de la enfermedad y son investigadas ampliamente como blancos
terapéuticos (Lazo 2007). En cuanto a esto, desde 1998 a la fecha se han registrado
mas de 1000 patentes relacionadas al termino “tetraspanina”, con aplicaciones para
diagndstico patoldgico, tratamientos terapéuticos y estéticos, asi como de aplicacion

industrial y agropecuaria.

En leucemias y linfomas derivados de células B, ha sido establecida una firma
molecular basada en tetraspaninas (CD9, CD37, CD53, CD63 y CD81) para la
identificacion de subtipos de neoplasias, asi como la asociacién con estadios de
maduracion normales (Ferrer, Yunta y Lazo 1998; Barrena et al. 2005). En esta tesis
se describe la expresién de TSPAN33 mediante un abordaje integral (transcriptémico
y proteémico), en cohortes de tumores primarios, asi como de lineas celulares
registradas en bases de datos publicas y que abarcan a los 36 tipos principales de
tumores en humanos (Pontén et al. 2011; Barretina et al. 2012; Domcke et al. 2013;
Ardlie et al. 2015; Tang et al. 2017; Bray et al. 2018). De acuerdo con los datos de
tejidos normales revisados previamente y en comparacion con otros tipos de tumores,
TSPAN33 presenta mayor expresion en carcinomas renales y de linfocitos B. En
relacion a esto, un estudio previo de nuestro grupo de investigacion reportd que, la
expresion de TSPAN33 en linfomas era comparable a la de CD20 (MS4Al), un
marcador general de linfocitos B (Luu et al. 2013). De igual forma, los datos en este
trabajo muestran que la expresion combinada de TSPAN33 y CD19 (B4) permiten la
discriminacion especifica de linfomas y leucemias de linfocitos B entre otros tipos de
neoplasias. Ademas, segun datos de RNA-seq de biopsias de linfoma (DLBC), es
posible observar un aumento significativo en la expresion de TSPAN33 (20 veces
mas), respecto a tejido de donadores sanos.
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Como se mencion6é anteriormente, la estimulacion antigénica de leucocitos esta
asociada a un aumento en la expresion y transporte a la membrana de esta
tetraspanina. Asimismo, la mayoria de las neoplasias de células B son originadas por
errores durante el proceso de activacion y diferenciacion, resultando en la
transformacion tumoral. En referencia a esto, la recombinacion V(D)J dependiente de
RAG, puede generar translocaciones cromosomicas estrechamente asociadas a la
linfomagénesis, incluyendo: t(14;18) que coloca a BCL-2 y t(8;14) que coloca a c-myc,
bajo el control del locus de inmunoglobulinas IgH (Hecht y Aster 2000; Ghazzaui et al.
2016). Ademas, la deaminasa AID puede tener actividad inespecifica durante las
reacciones de centro germinal y ser un factor en la formacién y/o mantenimiento de
linfomas a través de la acumulacion de mutaciones, asi como la ocurrencia de
translocaciones cromosomicas (Pettersen et al. 2015; Alvarez-Prado et al. 2018). En
este trabajo, la mayor expresiéon de TSPAN33 fue detectada en linfoma de Burkitt y
LDCBG, dos neoplasias particularmente agresivas y derivadas de linfocitos B
activados o centros germinales. Particularmente, la identidad celular asociada al centro
germinal de los linfomas de Burkitt (modelo celular analizado en este trabajo), ha sido
objeto de debate por varios afios debido a la expresion constitutiva de c-myc, dada por
la translocacion t(8;14) presente en 280% de los casos. Mientras que algunos estudios
asocian a este linfoma (incluyendo a la linea celular Raji) con un fenotipo
centroblastico, dado por la expresion de factores como Bcl-6, E2A, AID y CXCR4, bajo
el control transcripcional del oncogén c-myc (Caron et al. 2009; Scheller et al. 2010).
Otros estudios posteriores, identificaron una firma transcripcional de centrocitos
asociada a la activacion de la via CD40 en biopsias; combinada con una firma de
centroblastos asociada con procesos de proliferacion y citocinesis, en lineas celulares
cultivadas in-vitro (Victora et al. 2012). En tejidos normales, la formacion inicial del
centro germinal es dependiente de la expresion del proto-oncogén c-myc (factor
enddgeno), un blanco directo de la via NOTCH (Dominguez-sola et al. 2012; Fasnacht
et al. 2014). Ademas, durante la maduracion de la afinidad de anticuerpos, algunos
linfocitos (5-10%) reingresan a la zona oscura para someterse a ciclos adicionales de
hipermutacion somatica, proliferacion y seleccidn positiva, en un proceso iterativo

conocido como “reingreso ciclico” (Basso y Dalla-favera 2015; Luo, Weisel y Shlomchik
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2018). El proceso anterior también es regulado directamente por c-myc, a través de
sefalizacion por NOTCH, BAFF y la estimulacion simultanea de CD40/BCR
dependiente de Tfh’s, adquiriendo un fenotipo intermedio entre centroblastos y
centrocitos (Yoon et al. 2009; Luo, Weisel y Shlomchik 2018). Como ya se menciono,
el desbalance en las sefiales anteriores puede inducir alteraciones que conlleven a la
transformacion, mantenimiento y/o diseminacién del linfoma (Sander et al. 2012; Ryan
et al. 2017). Un ejemplo de esto son las actividades de las proteinas virales LMP2A,
EBNA2 y EBNA3 de EBV, que proveen sefiales de PI3K que sustituyen al BCR y a
través de RBPJ-k activan constitutivamente un programa transcripcional similar a
NOTCH que promueve la latencia (Mancao y Hammerschmidt 2007; Anderson y
Longnecker 2009; Wang et al. 2016). De forma interesante, los datos en este trabajo
muestran a TSPAN33 con una distribucion analoga a la de c-myc en centros
germinales de todos los 6rganos linfoides secundarios y un aumento significativo en
biopsias de linfomas derivados de aberraciones en estas estructuras. Adicionalmente,
los analisis realizados muestran que los cambios en la expresion de TSPAN33 no se
asocian con la prognosis y/o progresion de la enfermedad. Lo anterior, confirma que al
igual que el oncogén c-myc, la expresion de TSPAN33 es constitutiva en linfomas de
células B y que el balance en su expresion podria ser esencial para la formacion o
mantenimiento de las neoplasias (Luu et al. 2013). Por ultimo, las evidencias descritas
en secciones anteriores sobre la regulacion de ADAM10 dependiente de TSPAN33,
sugieren que podria regular la expresion del proto-oncogén c-myc dependiente de
NOTCH en células normales y linfomas.

Para obtener mas informacién sobre TSPAN33 y la regulacibn de ADAM10 en
linfomas, fue seleccionada la linea celular Raji derivada de un linfoma de Burkitt, para
la generacion de células con expresion transgénica y deficiente para esta tetraspanina
(Epstein et al. 1966; Savelyeva y Mamaeva 1988; Karpova et al. 2005). Esta linea
celular ha sido ampliamente utilizada para el estudio de otras tetraspaninas y la
expresion constitutiva de miembros como CD37, CD53, CD63 y CD81 ha sido
identificada por diferentes grupos de investigacion (Rubinstein et al. 1996; Ferrer,
Yunta y Lazo 1998; Manie et al. 2002; Arduise et al. 2008). De acuerdo con esto, los

analisis realizados en datos de expresion de estudios independientes y bases publicas,
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muestran que estas células expresan un nimero limitado de tetraspaninas, incluyendo
los miembros mencionados previamente y ademas identifican a TSPAN3, TSPAN14 y
TSPANS33. En acuerdo con esto, otro estudio de nuestro grupo de investigacion
también identificé mediante PCR la expresion de TSPAN14 y TSPAN33 en esta linea
celular (Pérez-Martinez et al. 2017). Particularmente, estas tetraspaninas han sido
implicadas en la regulacion especifica tanto del transito, como la maduracion de
ADAM10 y el procesamiento de NOTCH en distintos tipos celulares (Seipold et al.
2017; Matthews, et al. 2017; Matthews et al. 2018).

Previamente se reviso la expresion constitutiva del transcrito de TSPAN33 en cohortes
publicas de linfomas tipo B y en especial, en la linea celular utilizada en este estudio.
A pesar del fenotipo “activado” de algunos linfomas, la proteina TSPAN33 en células
Raji sin estimular se encuentra mayormente en el citoplasma de las células. Segun
informacion publicada de nuestro y otros grupos de trabajo, al igual que en células
epiteliales que no han alcanzado la confluencia en cultivo, TSPAN33 se encuentra
almacenada junto con ADAM10 en cisternas del trans-Golgi (WGA+, GS1+) y en una
proporcién menor en el reticulo endoplasmico (PDI+) (Dornier et al. 2012; Jouannet et
al. 2016; Shah et al. 2018). Sin embargo, al igual que la confluencia en células
epiteliales, la estimulacién con rlL4 y aCD40 en Raji induce el transporte del complejo
TSPAN33-ADAM10 a la membrana plasmatica a través de una via independiente de
calcio. Lo anterior, ya que la incubacién con ionomicina es incapaz de inducir el mismo
fendmeno; por el contrario, varios estudios han identificado que este tratamiento
promueve la endocitosis de ADAM10 y su reclutamiento a vesiculas exosomales junto
con CD44 y L1 (Stoeck et al. 2006; Ebsen et al. 2013). Al mismo tiempo, datos no
publicados de nuestro grupo de trabajo muestran que el entrecruzamiento directo de
TSPANS33 con anticuerpo, no induce el flujo de calcio en esta linea celular. De forma
correspondiente, este fenOmeno también ha sido observado en células B primarias
cultivadas in-vitro con los mismos estimulos (Pérez-Martinez et al. 2017).
Adicionalmente, al igual que en linfocitos B normales, la estimulacion de células Raji
con CD40 e IL4 promueven un cambio de isotipo IgE (Jeppson et al. 1998; Vancurova
2014). En cuanto a esto, la ligacion de CD40 en Raji induce la formacion de un
complejo CD40/5-LO/PI3K, con esto induce la produccion de ROS por la via de Rac-
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cPLA: y también activa a NFkB (p50)/p38-MAPK (Ha, Seul y Lee 2011). De acuerdo
con esto, la inhibicion de p38-MAPK en Raji genera citotoxicidad aguda por una
disminucién en la fosforilacion y actividad de NFkB; con esto, también disminuye la
produccion de IL10 y la fosforilacion de STAT3 (Jiang et al. 2011). Por otro lado, el
entrecruzamiento de CD40 en Raji también estimula la fosforilacion y expresion de
varias tirosina-cinasas asociadas al BCR y que activan la via de PI3K, incluyendo: Src,
Lyn, Fyn y Syk (Faris 1994; Néron et al. 2006). En conjunto, la informacion revisada
previamente sugiere que la expresion y transporte de TSPAN33 a la superficie de
células Raji (posiblemente otros linfocitos B), es regulado por alguno de estos factores.
Siguiendo esta hipotesis, en el genoma humano TSPAN33 se encuentra adyacente a
los genes de ATP6V1F, TNPO3 e IRF5, en un loci que evolutivamente ha cambiado
de cromosoma en pez cebra, rana, perro, ratones y humanos (Huang et al. 2010). De
forma interesante, ATP6V1F codifica para la subunidad F de la ATPasa vacuolar renal
y que como se menciond previamente, se localiza en los conductos colectores de los
rifones (Chen et al. 2017). Asimismo, en humanos la transcripcién del loci completo
es regulada por varios elementos, incluyendo dos promotores de IRF5 (GH07J128936
y GH07J128932) con sitios de union para c-Myc y RelA (Fishilevich et al. 2017). La
expresion de IRF5 mediada por el promotor GH07J128932 también esta asociada con
la manifestacion de lupus eritematoso generalizado y artritis reumatoide (Corradin et
al. 2014). Por otro lado, la transcripcion de TSPAN33 puede ser potenciada por un
“enhancer” (GH07J129099), con sitios de unién para RelA y RBPJ-k. En leucocitos en
general, la expresion del factor IRF5 esta controlada por la activacion de TRAF6 y
NFkB, especialmente durante la estimulacién antigénica de TLR’s y/o interferones
(Almuttaqi y Udalova 2019). Especificamente en linfocitos B normales y Raji, la
fosforilacion de TRAF6-NFkB es dependiente al mismo tiempo de la fosforilacion de
Syk (blanco de CD40 en Raji) (lwata et al. 2012). Lo anterior puede explicar porque en
mamiferos la pan-estimulacién antigénica de leucocitos (particularmente linfocitos B y
células Raji), induce la expresiéon robusta de TSPAN33 en poco tiempo (Luu et al. 2013;
Pérez-Martinez et al. 2017). Esta hipotesis se ve confirmada en estudios donde
describen que la expresion de TSPAN33 se ve potenciada con la adicion de IFNy
durante la co-estimulacién de macréfagos con LPS (Ruiz-Garcia et al. 2016). Ademas,
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los niveles de TSPAN33 e IRF5 se relacionan directamente con el desarrollo y
proliferacion de células B normales, autoinmunidad y linfomas. La proteina IRF5 es un
factor de transcripcion que forma parte de una familia moléculas implicadas en la
produccion de interferones durante procesos inflamatorios. En células B normales
participa tanto en la activacion, como en el proceso de cambio de isotipo y posterior
diferenciacion a células plasmaticas (Lien et al. 2010; Li et al. 2016). En linfomas, la
expresion de IRF5 es asociada con actividad antitumoral, pero la infeccién por EBV
inhibe esto induciendo una isoforma por splicing alternativo y con actividad dominante
negativa (Martin et al. 2007). Como se mencion0 anteriormente, los niveles y actividad
de este factor estan estrechamente relacionados con la manifestacion de lupus, una
enfermedad autoinmune asociada a la activacion aberrante de linfocitos B (Ban, Sato
y Tamura 2018). De acuerdo con esto, también los niveles de TSPAN33 han sido
relacionados con el desarrollo de esta enfermedad en raton y humano (Luu et al. 2013).
Por lo tanto, la evidencia revisada sugiere que la expresion y transporte de TSPAN33
durante la estimulacién antigénica de linfocitos B esta ligada a la expresiéon del loci
IRF5 dependiente de NOTCH, NFkB y/o posiblemente otros factores. Adicionalmente,
estos datos permiten empezar a hipotetizar como ademas de linfomas, la expresion de
TSPAN33 también esta asociada a la manifestaciéon y desarrollo de autoinmunidad.

En linfocitos B normales, el balance en la sefalizacion paralela de PISK/NFkB a través
del BCR y factores de la familia TNF (e.g. BAFF, CD40L) en centros germinales, es un
requisito esencial para la seleccion clonal de linfocitos B con alta afinidad por un
antigeno especifico (Smulski et al. 2017; Luo, Weisel y Shlomchik 2018).
Recientemente, se ha comprobado que la necesidad conjunta de estas sefales se
debe a la inhibicion en la sefializacién del BCR, especifica para células B de centro
germinal. Lo anterior, mediante un mecanismo bioquimico dependiente de fosfatasas
y otro biofisico dependiente de fuerzas mecéanicas; que en conjunto, promueven la
seleccién para la produccion de anticuerpos con alta afinidad (Natkanski et al. 2013;
Nowosad, Spillane y Tolar 2016; Luo, Weisel y Shlomchik 2018; Luo et al. 2019). En
este mismo sentido, a nivel de membranas las tetraspaninas en general juegan un
papel esencial en la modulacion de estas vias mediante la asociacion y posterior

organizacion espacio-temporal de las moléculas implicadas en estos fendmenos.
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Como pruebas de este concepto se encuentran las funciones regulatorias de CD37 y
CD8L1 en linfocitos B. En primera instancia, CD37 se asocia fisicamente con la integrina
041 y regula la fosforilacion de las cinasas PI3K, Lyn, Syk y la fosfatasa SHP1
(Lapalombella et al. 2012; Beckwith, Byrd y Muthusamy 2015). Por otro lado, CD81 se
asocia fisicamente con CD19 y mediante sus interacciones con el BCR durante la
estimulacion antigénica modifica la actividad de PI3SK/PLCy2, que a su vez regulan la
fosforilacion de: Syk, Akt y Erk (Mattila et al. 2013; Zimmerman et al. 2016). Ademas
de lo mencionado, también es necesaria la presencia y equilibrio de otros factores
bioguimicos capaces de modular las sefiales en los centros germinales. Lo anterior,
se ve reflejado en la dificultad para reproducir y manipular fielmente tanto la formacion,
como los productos solubles y celulares de un centro germinal in-vitro (Nojima et al.
2011; Calado 2017). En relacién a esto, la regulacion de ADAM10 por tetraspaninas
es uno de los principales candidatos en ese aspecto, debido a la implicacién directa de
la proteasa en una gran cantidad de vias de sefializacion (Matthews et al. 2018). En el
caso de NOTCH, ya que el co-cultivo de linfocitos B primarios en presencia del ligando
DLL1 y co-estimulacion con aCD40/algM aumenta la proliferacién celular. Ademas,
induce cambios a diferentes isotipos en centros germinales, con la correspondiente
diferenciacion a células plasméticas (Santos et al. 2007; Thomas et al. 2007). Por otro
lado, un estudio reporto que la estimulacion de macrofagos con LPS puede inducir la
activacion no-canonica de NOTCH dependiente de PI3K y NFkB (p50) (Wongchana et
al. 2018). Asimismo, esta activacion no canénica de NOTCH debido a la estimulacién
antigénica, regula la expresion de genes asociados a migracién leucocitaria,
produccion de citocinas y ciclo celular. Como se menciond anteriormente, c-myc es un
blanco directo de la activacion de NOTCH en distintos tipos celulares, incluyendo
formas normales y neoplasicas de linfocitos B/T (Jundt, Schwarzer y Dorken 2008;
Ryan et al. 2017; Arruga, Vaisitti y Deaglio 2018). Siguiendo lo anterior, un modelo
murino con expresién constitutiva de c-myc/PI3K en células B muestra un mayor
namero de centros germinales durante respuestas inmunes. Con el tiempo, estos
ratones también desarrollan espontaneamente linfomas de Burkitt analogos a los de
humano, incluyendo caracteristicas: histoquimicas, fenotipicas, transcripcionales y de

lesiones gendmicas (Sander et al. 2012). De forma interesante, los niveles de c-myc
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en células Raji son similares a los de lineas celulares generadas a partir de estos
ratones. A su vez, la inhibicion de PI3K en Raji disminuye los niveles de c-myc e induce
un arresto de ciclo celular G2M similar al observado en este trabajo (Dos Santos et al.
2014). Paralelamente, otro estudio describié que la pan-estimulacion parcial de
NOTCH con ligandos DLL1 solubles genera sinergia con el entrecruzamiento del BCR
en esta linea celular, promoviendo la proliferacion e inhibiendo la apoptosis al inducir
la expresion de c-myc y Hes1(He et al. 2009). Asimismo, la expresion transgénica de
NOTCH2 en estas células promueve la proliferacion y la induccion de las moléculas
anteriores; sin embargo, también observan una dependencia a la activacion de NFkB,
ya que la inhibicién de esta via restaura el fenotipo proliferativo causado por NOTCH2
(Zhang et al. 2014). La intercomunicacion de NOTCH y NFkB es una funcion
conservada en distintos tipos celulares y que ha sido estudiada por mas de una década
por diversos grupos de investigacion (Osipo et al. 2008). De acuerdo con esto,
NOTCHL1 activa a NFkB (p50) a través de promover la degradacion de IkBa (Li et al.
2014). Por otro lado, NOTCH4 genera el mismo efecto a través de la asociacion fisica
de un dominio del NICD con los elementos IKK (Raafat et al. 2017). Para estudiar la
implicacion de TSPAN33 durante el procesamiento de NOTCH en linfoma de Burkitt,
las células Raji también fueron manipuladas para generar modelos transgénicos y
deficientes de la proteina. Segun los datos en este trabajo, los cambios en TSPAN33,
asi como la maduraciéon de ADAM10, se asocian a una expresion diferencial de
diferentes receptores en la superficie de las células, incluyendo NOTCH1, NOTCH2 y
NOTCHA4. Adicionalmente, la informacion registrada en esta tesis también muestra que
TSPANS33 y NOTCH pueden interacttar fisicamente en la membrana plasmatica. En
relacion a esto, las a y y-secretasas conforman un complejo supramolecular en las
membranas, cuya actividad y localizacién espacio-temporal es regulada directamente
por tetraspaninas (Wakabayashi et al. 2009; Chen et al. 2015). Adicionalmente, un
estudio reciente observd que la unién del receptor NOTCH1 con el ligando DLL1,
induce la formacion de conglomerados en la membrana que posteriormente reclutan a
ADAM10 y son endocitados para su procesamiento de forma similar al BCR (Natkanski
et al. 2013; Chastagner, Rubinstein y Brou 2017). Por tanto, las evidencias sugieren
gue en celulas Raji la expresion transgénica de TSPAN33 y el transporte
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correspondiente de ADAM10 a la membrana plasmatica, regulan la activacion
diferencial de la via NOTCH. De acuerdo con esto, estudios en células RAW?246.7
describieron que la expresion transgénica de TSPAN33 activa a NOTCH en ausencia
de ligando y también induce un aumento en la actividad de NFkB (Ruiz-Garcia et al.
2016). De forma interesante, el efecto anterior se ve amplificado durante la
estimulacién con LPS/IFNy. Consistentemente, otro estudio reciente también identifico
gue la expresion transgénica de TSPAN15 (miembro C8) en carcinoma esofagico,
induce la tumorigénesis y metastasis a través de la activacion de NFkB (p50) mediada
por el complejo IKK (Zhang et al. 2018). En conclusion, la informacion revisada sugiere
gue TSPAN33 podria actuar como un amplificador de las sefiales NOTCH/c-myc/NFkB
(p50) durante la activacion de leucocitos. Siguiendo esta hipétesis, la estimulacién de
células (e.g. CD40, TLR’s) puede activar la transcripciéon de TSPANS33 junto con el loci
IRF5, pero en especial la maduracién y transporte a la membrana plasmatica de
ADAM10. Al mismo tiempo, los sucesos anteriores pueden activar el procesamiento
de NOTCH en la membrana e inducir blancos como c-myc/NFkB (p50), promoviendo
un posible ciclo de retroalimentacion capaz de modular el balance de sefiales durante

la activacion de linfocitos B.

De forma particularmente interesante, la expresion transgénica de TSPANS33 induce
un defecto en la capacidad proliferativa de células Raji, acompafiada de una adhesion
disminuida. Ademas, también fue posible observar un arresto de ciclo celular en las
fases G2M, junto con un aumento en la frecuencia de células gigantes multinucleadas.
De forma correspondiente, al analizar inmunohistoquimicas publicas de pacientes con
linfomas no-Hodgkin, es posible observar la expresion marcada de TSPAN33 en lo que
parecen conglomerados de células, con una membrana fusionada, nucleos de varios
tamafios y distinta condensacion de la cromatina en cada uno. En conjunto, las
evidencias muestran que TSPAN33 es expresada en linfomas in-vitro e in-vivo,
sugiriendo que a través de ADAM10 regula vias de sefalizacion asociadas a la
proliferacion celular, incluyendo posibles procesos de endoreplicacion y citocinesis
fallida durante la transicion G2M. De acuerdo con esta hipétesis, un estudio previo
identificO que la supresion de TSPAN5 y TSPAN10 (miembros C8) durante la
activacion de macréfagos con RANKL, inhibe tanto la maduracion de ADAM10, como
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la sefializacion NOTCH/NFkB (p50) y con esto, reduce la formacion de polykariones
osteoclasticos (Zhou et al. 2014). Por otro lado, multiples reportes han demostrado una
relacion entre la expresion/actividad de NOTCH/c-myc/NFKB (p50), con la
transcripcion, replicacion y estabilidad de los genomas en vertebrados. Por un lado,
aunque NOTCH en ciertos escenarios puede promover la proliferacion de leucocitos,
estudios previos han demostrado que la activacion constitutiva de cualquiera de los
cuatro receptores induce la apoptosis y arresto de ciclo celular especificamente en
neoplasias linfoides tipo B, a través de un mecanismo dependiente de Hes1l/PARP1
(2weidler-McKay et al. 2005; Kannan et al. 2011). Asimismo, la activacion constitutiva
del receptor NOTCH4 inhibe la diferenciacion de progenitores mieloides leucémicos
(HL60) durante la activacion, incluyendo una disminucion en la expresion de integrinas
y arresto de ciclo celular (Ye et al. 2004). Respecto a c-myc, otro trabajo reciente
describi6 que en células Raji por si solo este factor es capaz de inducir arresto del ciclo
celular en la fase G2M, anéalogo al descrito en este trabajo (Yang et al. 2018). El
fendmeno anterior también ha sido observado fibroblastos y células de cancer cervical
(Felsher et al. 2000; Cui et al. 2017). Asimismo, la expresion de c-myc inhibe
directamente la expresion de integrinas en leucocitos, al interferir con la activacion de
sus promotores (Lopez-Rodriguez et al. 2000). Ademas, el primer modelo murino
transgénico para c-myc en linfocitos B, mostré un aumento en el tamafio celular, que
correlacionaba con una mayor produccién de proteinas independiente del estadio de
desarrollo (Iritani y Eisenman 1999). Por otro lado, en macréfagos normales la
hiperactivacion de c-myc durante la estimulacién de TLR2, provoca dafios genéticos y
estrés replicativo que a su vez, induce la formacion de células poliploides en
granulomas (Herrtwich et al. 2016). Adicionalmente, la expresién de c-myc junto con
otros factores de transcripcién puede inducir la reprogramacion de fibroblastos para su
diferenciacion a progenitores de megacariocitos (Pulecio et al. 2016). De acuerdo con
lo anterior, el primer estudio sobre TSPAN33 en ratones deficientes para la proteina,
describié un defecto eritropoyético por una reduccién en la diferenciaciéon de los
mismos progenitores (Heikens et al. 2007). De forma correspondiente, los datos en
este trabajo también muestran a megacariocitos con TSPAN33 en la médula 6sea de

humano. Finalmente, c-myc es un factor capaz de inducir la replicacion del genoma
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independiente del ciclo celular y con esto, permite llevar acabo procesos de
endoreplicacion genética tanto en humanos como invertebrados (Johnston et al. 1999;
Dominguez-Sola et al. 2007). En conclusién, la expresion transgénica de TSPAN33
puede promover el procesamiento de NOTCH por ADAM10 en la membrana
plasmatica de linfocitos B y con esto, la activacién de blancos como c-myc/Hes1/NFkB
(p50), cuya actividad constitutiva genera estrés replicativo e inestabilidad genémica
gue deriva en procesos de endoreplicacion y citocinesis fallida, reflejada en la

acumulacion de células gigantes multinucleadas.

Por otro lado, la sefalizacién dependiente de factores de la familia TNF durante la
activacion de linfocitos B, también es regulada directamente por ADAM10 al tener la
capacidad de procesar a TNFa, TACI, BAFFR y ICOSL (Hoffmann et al. 2015; Lownik
et al. 2017; Smulski et al. 2017). De acuerdo con esto, el procesamiento de TNFa
dependiente de ADAM10 o ADAM17 es regulado por algunas tetraspaninas en células
Raji (Arduise et al. 2008). En contraste, segun datos de nuestro grupo de investigacion,
el entrecruzamiento o expresion transgénica de TSPAN33 no afecta el proceso
anterior. Sin embargo, durante el andlisis de produccién de citocinas fue posible
detectar, una disminucion drastica en la produccién de IL10 y datos publicos de
expresion muestran que, células productoras de esta citocina no expresan TSPAN33.
Lo anterior, podria configurar un mecanismo alternativo y/o conjunto para la inhibicion
proliferativa y el arresto G2M, ya que el tratamiento con el inhibidor de tirosina-cinasas
“Genisteina” también suprime a IL10 e induce los mismos efectos mencionados
mediante la produccion de IFNy (Mansour et al. 2004). De forma correspondiente, la
inhibicion de Jak2/STAT3 en Raji induce la apoptosis y el arresto en ciclo celular (Xu
et al. 2018). Paralelamente, en secciones previas se describié que la estimulacién con
LPS induce la activacién no-canénica de NOTCH/PI3K/NFkB (p50) y con esto, también
la inhibicion en la produccion de IL10 (Wongchana et al. 2018). En linfocitos B, uno de
los principales mecanismos para la produccion de esta interleucina es modulado
directamente por la via alternativa de NFkB (p52), inducida a su vez por los receptores
de BAFF (BAFFR, TACI, BCMA). Especificamente en Raji, la estimulacion con BAFF
promueve la proliferacion de las células y la activacion alternativa de NFxB (p52) (Liu

et al. 2016). En cuanto a su actividad biologica, se ha observado que en condiciones
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homeostaticas BAFF promueve la formacion de células B reguladoras a partir de la
zona marginal y en condiciones inflamatorias ejerce el efecto inverso (Yang et al. 2010;
Ma et al. 2017). Asimismo, la produccion de IL10 en células B reguladoras y
leucémicas es controlada especificamente por BAFF mediante su receptor TACI
(Saulep-easton et al. 2016). Sin embargo, el procesamiento de TACI tanto en células
B activadas como en Raji, es mediado directamente por ADAM10 e inhibe la
proliferacion celular al limitar la union de BAFF (Hoffmann et al. 2015). Ademas, el
fragmento restante del receptor es procesado por el complejo y-secretasa, inhibiendo
la activaciéon de NFxB (p52). En contraste, en linfocitos B de centro germinal el
procesamiento del receptor BAFFR mediado ADAM10, requiere de estar unido
previamente a BAFF y la co-expresion de TACI para asi modular la proliferacion celular
(Smulski et al. 2017). De forma particularmente interesante, la inhibicion conjunta de
NOTCH y BAFFR genera sinergia para reducir la proliferacion de linfocitos B en los
centros germinales, resaltando la inter comunicacion de las vias (Yoon et al. 2009).
Por tanto, la presencia de TSPAN33-ADAM10 en la membrana plasmatica también
podria regular el balance en el procesamiento de estos receptores junto con NOTCH,
y asi, modular varias vias de sefializacién implicadas en la proliferacion linfocitos B.
En conclusion, los datos registrados en este estudio y la informacion revisada sugieren
gue TSPAN33 esta involucrada en la formacion o mantenimiento de linfomas
asociados a los centros germinales, posiblemente a través de la desregulacion en el
procesamiento de sustratos dependiente de ADAMI10, incluyendo NOTCH vy
posiblemente otros como BAFFR y TACI.

Paralelamente, la perdida de TSPAN33 identificada en carcinomas renales esta
asociada significativamente con un mal prondstico y la progresion de la enfermedad.
De acuerdo con esto, la distribucion subcelular de TSPAN33 en biopsias de pacientes,
es analoga a la reportada en una linea celular derivada de conducto colector renal
(Shah et al. 2018). En concreto, la cinética de expresion para TSPAN33 en estas
células disminuia conforme se alcanzaba la confluencia en cultivo y al mismo tiempo,
era transportada del citoplasma a la superficie. Ademas, en este trabajo asociaron la
funcién de TSPANS33 con la integridad y mantenimiento de uniones adherentes. Lo

anterior, a través del anclaje de ADAM10 a un complejo supramolecular en estas
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estructuras. Por lo tanto, a diferencia de ser marcador de la activacion de leucocitos,
la perdida de TSPAN33 en epitelio renal podria estar asociada con la desestabilizacion
de uniones adherentes y una posterior transicion epitelio-mesenquimal tumorigénica.
Esto puede ocurrir, por una desregulacién en el procesamiento de cadherinas y la
posterior activacion de la via Wnt/pB-catenina, dependiente de ADAM10 (Heuberger y
Birchmeier 2010). De acuerdo con esto, la inhibicion de TSPAN5 y TSPAN17
(miembros C8) en células endoteliales durante la estimulacion con TNF-a, promueve
el procesamiento de VE-Cadherina dependiente de ADAM10 y a su vez, esto facilita la
transmigracion leucocitaria (Reyat et al. 2017). Al mismo tiempo, el procesamiento de
cadherinas también induce la expresion de c-myc. Sin embargo, es necesario realizar
mas estudios en este tejido para comprobar las observaciones anteriores y de esta
forma, empezar a elucidar con méas detalle el mecanismo dependiente de TSPANS33
para la regulacion de ADAM10 en rifiones y su implicacion en la formacion,

mantenimiento y/o progresion de carcinomas.
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CONCLUSIONES GENERALES

De forma general, en la primera seccion de este trabajo se describe el establecimiento,

asi como la estandarizacion del sistema CRISPR/Cas9 para la generacion de

modificaciones genéticas especificas en linfocitos B.

Mediante un analisis sobre las caracteristicas del loci gendémico de TSPAN33;
asi como el uso de las herramientas bioinformaticas para la deteccion de sitios
optimos para el funcionamiento del sistema CRISPR/Cas9, fue disefiado un
juego de sgRNA capaces de dirigir modificaciones especificas enfocadas a
disminuir la expresion de la proteina en células Raiji.

A través del uso de diferentes metodologias experimentales, fue posible
describir la estandarizacion de un procedimiento que permite realizar el
tratamiento, recuperacion, aislamiento y caracterizacion de células con
modificaciones de linea germinal en el locus de TSPANS3.

Durante la caracterizacion de clonas Raji con modificaciones genéticas en
TSPANS33, no fueron detectadas clonas sin la expresién de la proteina; sin
embargo, fue realizado el aislamiento de una clona estable con expresion

deficiente de la proteina y que fue utilizada en estudios posteriores.
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En la segunda seccion de esta tesis se describe un andlisis integral sobre la funcion

de TSPAN33 en linfocitos B normales y de origen tumoral, enfocandose principalmente

en la regulacion de la via NOTCH en estas células.

Mediante el uso de diferentes herramientas bioinformaticas y bases de datos
publicas, fue caracterizada la expresion de TSPAN33 en el ser humano.
Particularmente, en este trabajo se describe un patron de expresion diferencial
en linfocitos B circulantes y embebidos en los diferentes 6rganos linfoides. Por
otro lado, también fue realizado un analisis sobre los cambios en la expresion
de TSPANS33 tanto en tumores sélidos, como en linfomas y leucemias tipo B.
Los datos en este trabajo muestran un primer acercamiento que describe la
funcién de TSPAN33 a través de su asociacion con ADAM10 y como juega un
papel importante en la regulacion del procesamiento de NOTCH (y
probablemente otros sustratos), para modular la supervivencia y proliferacion
de linfocitos B.

La informacion revisada, junto con los datos experimentales anotados en esta
tesis, sugieren que TSPAN33 y ADAM10 participan activamente en la
regulacién del balance de factores bioguimicos y vias de sefalizacién

desencadenadas durante las respuestas inmunoldgicas.
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ABSTRACT

Although the production of antigen-specific antibodies has been the originally accepted function of B-cells during immune responses,
specific subsets that can negatively regulate inflammation, designated regulatory B-cells (Bregs), have been identified recently.
These immunosuppressive cells support tolerance, mainly through the production of interleukin 10 and other unconventional
factors. There have been emerging data suggesting their importance in diverse normal and pathologic processes. Novel and in
development B-cell targeted therapies seem to be ideal treatments for different types of diseases such as cancer and allergy. Here,
we discuss the current knowledge on the implication of Bregs in autoimmunity-related diseases, highlighting the importance of

these cells for the development of novel strategies in the treatment of these pathologies.

Key words: B-cell. B regulatory cells. Autoimmunity.

INTRODUCTION

The immune system has evolved to deal with invading
pathogens while at the same time sparing host tissues.
It is not confined to a single organ or tissue but rather
composed of specific cells and soluble compounds,
such as the complement system, cytokines, chemok-
ines, and antibodies.

Immune response-associated inflammation is essen-
tial for protecting the host against foreign patho-
gens; however, if left uncontrolled, it can cause
deleterious and often irreversible tissue damage.
Although initiation of any inflammatory response is
mainly caused by injury or infection, a diversity of
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autoimmune diseases and cancer subtypes can pro-
mote chronic inflammation. Continuous exposure to
pro-inflammatory stimuli contributes to the patho-
genesis of numerous inflammatory and autoimmune
disorders, including rheumatoid arthritis and lupus.
To avoid irreversible damage, the prompt generation
of an anti-inflammatory cellular response that min-
imizes injuries and promotes homeostasis is essen-
tial. Multiple inhibitory pathways that prevent cellular
activation and restrain existing inflammatory signals
promote these protective events. Accordingly, B lym-
phocytes represent a unique cell population that not
only participates in pro-inflammatory reactions but
also has roles in the regulation of immune-related
processes.
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1| INTRODUCTION pathogens consisting of three levels: anatomical and physiological bar-
riers, innate immunity, and adaptive immunity.!

Historically, immunologists established a canonical division for the Anatomical and physiological barriers that include the skin and

study and classification of the mechanisms of defense against mucosal surfaces, mucociliary clearance function, low stomach pH and

lysozyme activity in tears, saliva, and other secretions together provide

the very first line of defense against pathogens.2

fations: ABC, age- iated B cell; DC, dendritic cell; DII1, deltzrlike 1 ligand; EAE, Innate immunity mechanisms represent the second line of defense
experimental sutoimmune encephalomyelitis; FOC, fellicular dendritic cell; FO, follicular B
cell; HSC, hematapoletic stem cells; ILC, innate lymphoid cell; ILF, isolated lymphoid follicle; and depend on both cells and molecules recognizing conserved pat-
IRA, innate response acthvator B cell; Ta142, lymphotaxin a12; MedLNs, mediastinal lymph terns of pathogens that are not present in the host. The components
nodes; MZ, marginal zone B cell; NKB, naturalkiller-like B cell; PALS, periartericlar lymphaid . . . . .
sheaths; SLE, systemic lupus erythematasus; Tfh, T follicular helper cell of the innate immune system are rapidly activated upon encountering
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