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RESUMEN

Durante interfase, el genoma humano esta organizado en complejas estructuras de orden
superior mediante el plegamiento del DNA en fibras de cromatina, dominios topolégicamente
asociados y, en Ultima instancia, territorios cromosémicos (CTs). Esta organizacién proporciona
una estructuracion tridimensional del genoma no azarosa y que es funcionalmente importante
para la regulacion génica y el control de los programas de expresién génica. Los defectos en
la organizacion global de los CTs son relevantes para los procesos fisiolégicos y patolégicos.

Una importante consecuencia funcional de la organizacién tridimensional no azarosa del
genoma y en particular de los CTs, es la formacién de translocaciones especificas de tejido
observadas en céncer. En este contexto, la formaciéon de una translocacion requiere la
interaccion fisica de los cromosomas involucrados, por lo que hay una mayor propensién de
formar translocaciones entre los cromosomas espacialmente cercanos. Un ejemplo
emblematico de estas aseveraciones, es la translocacién t(9;22) cuya génesis se ha asociado
con la organizacién topolégica del nicleo.

La translocacién t(9;22) origina el cromosoma filadelfia, y esta sola aberracion cromosémica
tiene un papel critico en la patogénesis de la leucemia mieloide crénica (LMC) dado que, la
fusion de los genes BCRy ABL1 codifica una proteina quimérica con actividad constitutiva de
cinasa de tirosina (TK), la cual dirige a la transformacién leucémica de células troncales
hematopoyéticas. El Imatinib es un inhibidor de TK (TKI) y se usa como tratamiento de primera
linea para la LMC y aunque ha mejorado el prondstico de pacientes con LMC,
aproximadamente el 40% de estos no responden.

Por otro lado, la hibridacién in situ con fluorescencia tridimensional (3D-FISH), las tecnologias
de imégenes de alta resolucién como la microscopia de iluminacién estructurada 3D (3D-SIM)
y la reconstruccién de imagenes han demostrado ser herramientas poderosas y eficientes para
analizar la disposicion espacial de la cromatina en el nucleo. Utilizando estas tecnologias, el
objetivo de este trabajo de investigacion fue analizar las propiedades topoldgicas de los CTs
9y 22, asi como los genes BCR y ABLT implicados en la translocacion t(9;22), en células
troncales hematopoyéticas (CD34+) de pacientes con LMC. Estudiamos las células CD34+ de
la médula ésea de pacientes con LMC en el momento del diagnéstico y de pacientes después
del tratamiento con TKI; estos pacientes se subdividieron en respondedores y no
respondedores en funcién de su respuesta clinica al tratamiento de primera linea con TKI.



Nuestros resultados evidencian diferencias extraordinarias en la organizacién topolégica de
CT9 y CT22 entre los grupos de pacientes con LMC respondedores y no respondedores. La
diferencia topoldgica més relevante y evidente fueron los niveles consistentemente altos de
alteraciones estructurales de CT9 y CT22 observados en las células CD34+ de pacientes que
no respondieron al tratamiento con TKI.

Nuestros hallazgos sugieren que la disociacion a gran escala de los CT9 y CT22 se correlaciona
con la respuesta clinica de los pacientes con LMC y tiene el potencial de funcionar como
marcador prondstico en esta enfermedad y proporcionar nuevos conocimientos sobre los
mecanismos subyacentes a la resistencia a los inhibidores de la cinasa de tirosina en la LMC.
Asi mismo, resulta plausible sugerir la LMC como un modelo para comprender las
implicaciones funcionales de la topologia del genoma.



ABSTRACT

During interphase, the human genome is organized into complex higher-order structures by
folding DNA into chromatin fibers, topologically associated domains, and ultimately
chromosome territories (CTs). This organization provides a nonrandom, three-dimensional
structuring of the genome that is functionally important for gene regulation and control of
gene expression programs. Defects in the global organization of CTs are relevant to
physiological and pathological processes.

An essential functional consequence of the nonrandom three-dimensional organization of the
genome, particularly CTs, is the occurrence of tissue-specific translocations observed in
cancer. In this context, the formation of a translocation requires the physical interaction of the
involved chromosomes; therefore, their localization relative to each other in the nucleus may
contribute to determining which chromosomes undergo translocations. An emblematic
example of these assertions is the translocation t(9;22), whose genesis has been associated
with the topological organization of the nucleus.

The t(9;22) translocation forms the “Philadelphia” chromosome, and this sole chromosome
aberration has a critical role in the pathogenesis of chronic myeloid leukemia (CML) since the
newly formed BCR-ABL1 fusion gene codifies for a chimeric protein with constitutive tyrosine
kinase (TK) activity. The constitutive activity of this chimeric kinase drives the leukemic
transformation of hematopoietic stem cells. Imatinib is a potent competitive TK inhibitor (TKI)
used as the first-line treatment for CML, and although it has improved the prognosis of CML
patients, approximately 40% do not respond.

On the other hand, three-dimensional fluorescent in situ hybridization (3D-FISH) has been
developed to preserve the original structure of the nucleus and analyse its three-dimensional
organization. Likewise, high-resolution imaging technologies such 3D structured illumination
microscopy (3D-SIM) and image reconstruction have proven to be powerful and efficient tools
for analysing the spatial arrangement of chromosomes in the nucleus.

Using 3D-FISH and 3D-SIM technologies the objective of the present research focused on
analysing the topological properties of CT9 and CT22, as well as the BCR and ABLT genes
involved in the t(9;22) translocation, in CD34+ cells from CML patients. We studied bone
marrow (BM) CD34+ cells from patients with CML at the time of diagnosis and from patients
with TKI treatment, patients were further subdivided into responders and non-responders
based on their clinical response to TKl-first line treatment (TKI-R and TKI Non-R, respectively).



Strikingly, significant differences in the topological organization of CTs9 and 22 were observed
between both responders and non-responders groups. The most relevant and evident
topological difference was the consistently high levels of disruption of the CT9 and CT22
compartments observed in CD34+ cells from patients that did not respond to TKI treatment.

Our findings suggest that large-scale disruption of CT9 and CT22 correlates with clinical
response in CML patients, which could be translated into a potential prognostic marker of
response to treatment in this disease and provide novel insights into the mechanisms
underlying TKI resistance in CML. Likewise, it is plausible to suggest the LMC as a model to
understand the functional implications of the topology of the genome.



1. INTRODUCCION

1.1 Fundamentos de arquitectura genémica y funcién

La organizacién del genoma en el nicleo es un proceso altamente organizado y asociado a la
regulacion génica y a la funcién celular. En la gran mayoria de los organismos eucariontes, la
informacién hereditaria es almacenada, transcrita, y replicada en el nicleo celular. Para
acomodar el genoma en un espacio confinado como el nucleo, el material genético —
alrededor de 2 metros de DNA en células humanas — debe ser organizado y compactado a
multiples niveles. Ademas de ello, la organizacién del genoma implica la ejecucion precisa y
coordinada de los programas de expresién génica, los cuéles deben ser llevados a cabo en el
tejido y estirpe celular adecuados.

1.1.1. Organizacién del Genoma

El genoma eucarionte esta organizado a multiples niveles. La molécula de DNA se envuelve
alrededor de proteinas histonas que forman la fibra de cromatina. La cromatina por su parte,
auto-interactla para formar las asas de cromatina que median la interaccion de los elementos
regulatorios en cis del DNA (1). El siguiente nivel de la organizaciéon del genoma son los
dominios de cromatina, definidos por la interaccién preferencial entre ellos méas que con
secuencias circundantes, estos son denominados como dominios asociados topoldgicamente
(TADs, por sus siglas en inglés) (2,3). Los TADs se arreglan dentro de compartimientos
considerados de alto-orden. Este nivel de organizacién es morfolégicamente evidente en la
segregacion espacial de la cromatina en compartimientos, que fueron clasificados como
compartimientos A (regiones de eucromatina poco condensadas y generalmente
transcripcionalmente activos) y B (regiones de heterocromatina condensada y generalmente
transcripcionalmente inactivos) (3,4).

Finalmente, los cromosomas son la unidad mayor de la organizacion del genoma, y existen en
el nicleo interfasico en forma de territorios cromosémicos (CTs, por sus siglas en inglés).
Durante la interfase el DNA que conforma un solo cromosoma ocupa un territorio compacto
y espacialmente restringido (5,6). La posicion y organizacién de cada CT no es azarosa y es
especifica de tejido y tipo celular (7) (Figura 1).

1.1.2 Elementos basicos de la organizacién del genoma

Se considera como elementos basicos de organizacion del genoma a las fibras, asas de
cromatina (o bucles), dominios y compartimentos que forma la cromatina, asi como los
territorios cromosémicos (conformacion en interfase) y cromosomas (conformacién en mitosis).
Estos elementos organizan los genomas en multiples niveles y escalas de longitud (Figura 1).
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Figura 1. Organizacién del genoma eucarionte. Figura modificada de Misteli,T. 2020 (8).
1.1.2.1 Asas de cromatina

Para comenzar, tenemos la fibra de cromatina la cual estéd formada por unidades de 146 pares
de bases (pb) de DNA envuelto alrededor de nucleosomas que consisten de octdmeros de
proteinas histonas centrales (9). Aunque la naturaleza precisa de la fibra de cromatina ha sido
ampliamente debatida, las observaciones recientes utilizando diversos métodos, incluida la
visualizacion en células intactas mediante el uso de microscopia electrénica (ME), respaldan
que el didmetro de la fibra de cromatina es de alrededor de 5 a 24 nm en todo el nicleo y se
pliega irregularmente en estructuras de orden superior, como asas y dominios (10,11).
Consecuentemente, la fibra de cromatina auto-interactla para formar asas; estas asas de
cromatina son una caracteristica universal de los genomas en la mayoria de los organismos y
se ha reconocido que su tamafio varia desde kilobases (kbs) a megabases (Mbs), ademés de
desempefiar multiples funciones (12). A pequefa escala, las asas median la interaccion de los
elementos reguladores, ejemplo de ello es la acciéon de potenciadores (conocido en el argot
cientifico como enhancers) sobre promotores de genes, cuyas distancias van de 10 a varios
cientos de kbs. Multiples enhancers pueden enlazarse para formar grupos de stper-enhancers,
que se propone integran eventos de sefalizacién o actian de manera redundante en genes
objetivo (13) (Figura 2).

Las asas de cromatina mas grandes, de hasta Mbs de longitud, contribuyen a la compactacién
del genoma y regulan de manera precisa tanto espacial como temporalmente grupos de
genes. Este tipo de regulacién es particularmente comun en los genes regulados durante el
desarrollo, los cuales requieren un control espacial y temporal coordinado y preciso (14).
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Figura 2. El posicionamiento en el espacio nucleary las asas de cromatina influyen en la actividad transcripcional.
Existe una relaciéon entre el posicionamiento de los elementos dentro del nicleo y el nivel de expresion génica.
La cromatina en conformacién cerrada se asocia a una represion en la actividad transcripcional y regularmente
se posiciona en la periferia nuclear, mientras que las secuencias de ADN activas transcripcionalmente tienden a
ubicarse hacia el centro del nicleo. En interfase, los cromosomas ocupan distintos CTs y las secuencias que
contienen genes pueden proyectarse fuera de su correspondiente CT hacia otras regiones para agregarse a otros
sitios de actividad transcripcional comparable. Los elementos reguladores, como los enhancers, sirven como
plataformas de unién para los factores de transcripcion (FT), y la interaccién con genes blanco-distantes es
regulada por los contactos de cromatina de largo alcance (asas). Un gen puede ser activado por multiples
enhancers, y el movimiento a sitios nucleares especificos puede causar cambios en la expresion de genes
cercanos no relacionados, un proceso llamado activacién circundante o ‘bystander’. Figura modificada de
Vermunt M, et al. 2018. (12)

1.1.2.2 Dominios topolégicamente asociados (TADs)

El siguiente nivel de organizacién del genoma son los dominios de cromatina (Figura 3). Estos
dominios fueron inicialmente descritos morfolégicamente mediante experimentos de
hibridacion in situ (5,15) y posteriormente, su ubicuidad se confirmé mediante metodologias
que incluyen ensayos bioquimicos de entrecruzamiento en todo el genoma (2). Dado que
representan regiones del genoma que interactian preferentemente entre si en lugar de con
las secuencias circundantes, se denominaron dominios asociados topolégicamente (TADs) (3).

Generalmente, el tamano de los TADs abarca cientos de kb y se forman mediante un
mecanismo de extrusién de asas, en el que el complejo de cohesinas impulsa la formacién de
asas de cromatina a través de su actividad motora dependiente de ATP (16). El asa de
cromatina extruido luego se pliega sobre si mismo para formar un dominio cuyos limites estan
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definidos por la proteina CTCF, considerada como un factor muy importante en la arquitectura
de la cromatina (17). Con respecto a la funcién, se ha propuesto que los limites del dominio
sirven para restringir las interacciones de los elementos reguladores con los genes dentro del
dominio, generando asi unidades reguladoras y proporcionando un marco estructural para la
regulacion precisa de los genes y facilitan las interacciones cromatina-cromatina (17,18).

1.1.2.3 Compartimientos

Los dominios de cromatina individuales tienden a ensamblarse en compartimentos de
cromatina de orden superior. Este nivel de organizacién es morfolégicamente evidente en la
segregacion espacial de heterocromatina y eucromatina (19). De acuerdo con las
observaciones citoldgicas, los analisis bioquimicos de todo el genoma han asignado cada
locus genémico, en funcién de la frecuencia de las interacciones de largo alcance, a uno de
los dos compartimentos nucleares, A o B, que corresponden practicamente a la eucromatina
y la heterocromatina, respectivamente (17,19).

El empaquetamiento o nivel de condensacién diferencial de estos compartimientos esta
altamente regulado por varias modificaciones epigenéticas en los residuos de aminoécidos de
las proteinas histonas y no histonas y sus variantes. Por ejemplo, el aumento de la acetilacién
de los residuos de la cola de aminoacidos de histonas centrales da como resultado una
estructura de cromatina mas abierta y flexible; alternativamente, la metilacién de los residuos
de aminoacidos de las proteinas histonas centrales facilita la unién de las proteinas de
heterocromatina para formar estructuras de heterocromatina condensadas. De esta manera,
como se muestra en la Figura 1, la secuencia de DNA de 1 m de largo se condensa en un
territorio cromosémico (CT, por sus siglas en inglés) de aproximadamente 1 a 2 mm de
didmetro en un nucleo en interfase (Figura 3) (20).

Mediante mapeo bioquimico se ha determinado que la organizacién de dominios también
estd indicada por la deteccién de interacciones entre TADs adyacentes (21), y los estudios de
imagenes han documentado la coalescencia de multiples dominios en estructuras de orden
superior (4).

1.1.2.4 Territorios cromosémicos (CTs)

Se considera que el Gltimo nivel de organizacién del genoma son los cromosomas, estos son
la unidad principal de organizacién del genoma y existen en el nlcleo interfésico en forma de
territorios cromosémicos (CTs). A lo largo de la interfase, el DNA que forma un solo
cromosoma ocupa un territorio relativamente compacto y espacialmente restringido del
nucleo en lugar de estar disperso a través del espacio nuclear (Figura 1y 3) (5).
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En general , las caracteristicas fundamentales de la organizacién del genoma han surgido a
partir de un abordaje que ha empleado en principio la microscopia, para documentar
caracteristicas sub-nucleares a gran escala, como por ejemplo, los bloques de
heterocromatina morfolégicamente reconocidos, la existencia de cuerpos subnucleares, y la
organizacion del DNA en CTs (8). Complementariamente, enfoques bioquimicos, basados en
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el entrecruzamiento de la cromatina, han proporcionado un panorama molecular de la
topologia gendmica y han demostrado la existencia de dominios y asas de cromatina como
caracteristicas fundamentales de la organizacion gendmica (17). A continuacién, se hace
referencia a algunas técnicas que se han utilizado para el estudio de la arquitectura genémica
y que han sido de vital importancia para el estudio y reconocimiento de lo que se consideran
elementos bésicos de organizacién del genoma.

1.1.3 Técnicas para el estudio de la arquitectura genémica

El estudio de la arquitectura nuclear y la organizacién de la cromatina en el nicleo ha sido
fundamental para comprender su funciéon y aunque aun falta mucho por discernir, se han
desarrollado diversas tecnologias que han aportado grandes avances en este rubro. Dado lo
extenso del tema (para una revisién profunda ver (22)), nos centraremos en las técnicas que se
abordan en el presente estudio, que incluyen la hibridacién fluorescente in situ (FISH) y la
microscopia de super resolucion. Adicionalmente, daremos una introduccion general a la
metodologia que ha representado un gran avance en la biologia de la cromatina, denominada
captura conformacional de cromosomas (3C), la cual ha sentado las bases para el desarrollo
de nuevas metodologias que han contribuido en gran medida al conocimiento actual de la
arquitectura nuclear.

1.1.3.1 Hibridacién fluorescente in situ (FISH)

Tradicionalmente, las interacciones y posicionamiento de regiones gendmicas, asi como la
observacién precisa de estructuras, se han detectado mediante hibridacion fluorescente in situ
(FISH). Esta técnica implica la fijaciéon quimica de las células, la desnaturalizacién de la
cromatina y el marcaje de sitios blanco mediante la hibridaciéon con sondas fluorescentes. Esto
permite la visualizacion de genes especificos, regiones gendémicas o cromosomas completos
mediante microscopia de fluorescencia. En esté técnica, las regiones gendmicas se detectan
como sefales fluorescentes brillantes y el uso de etiquetas multicolores permite la deteccién
simultdnea de diferentes loci. Las distancias entre los puntos fluorescentes se pueden medir
para proporcionar informacién sobre la proximidad de las regiones investigadas, por ejemplo,
este enfoque se utilizé para analizar la organizaciéon del gen IgH durante la recombinacién VDJ
(23).

La técnica de FISH permitié por vez primera la visualizaciéon de los CTs, demostrando su
existencia, asi como el sobrelapamiento que ocurre en los bordes de estos. Asi mismo, la
técnica de FISH hizo posible la observacién de que las regiones cromosémicas ricas en genes
transcripcionalmente activos se encuentran en gran medida en el interior nuclear, mientras
que las regiones cromosdmicas ricas en genes inactivos se localizan en gran medida en la
periferia nuclear (24-27).
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La ventaja de la técnica de FISH es la capacidad de interrogar las interacciones a nivel de una
sola célula, lo que permite determinar la fraccién de células en una poblacién que alberga una
interaccién particular. Sin embargo, los métodos basados en FISH pueden verse limitados por
el bajo nimero de loci que pueden ser hibridados simultdneamente debido al escaso nimero
de canales de fluorescencia independientes disponibles, y por la resolucién espacial limitada
de los microscopios 6pticos tradicionales. Estas limitaciones se han eliminado gracias a los
importantes avances tecnoldgicos en las aplicaciones de microscopia éptica.

1.1.3.2 Microscopia de Super-resolucién

La luz emitida por cualquier fuente puntual se difracta de tal manera que el punto aparecera
en una imagen como el llamado patrén de difraccién aérea, cuyo tamafio es proporcional a la
longitud de onda. En la practica, esta propiedad de la luz, junto con las aberraciones de los
sistemas opticos y la dispersion de la luz, limita la resolucién (la distancia minima a la que se
pueden distinguir dos sefales), siguiendo una férmula derivada por el fisico Ernst Abbe, a
aproximadamente 250 nm en los ejes x" e 'y’ (resolucién lateral) y 600 nm en el eje Z’
(resolucién axial), incluso utilizando los mejores microscopios confocales y software de
procesamiento de imagenes. Durante décadas, se creia que la resolucién de la microscopia
de luz estaba intrinsecamente limitada por la difraccién, pero las tecnologias de imagen han
progresado a una velocidad notable, lo que ha permitido la deteccién de un nimero cada vez
mayor de componentes nucleares a una resolucion espacial que supera el limite de Abbe (22).
Estos métodos, denominados colectivamente microscopia de sUper-resolucién, aumentan la
resolucion espacial de tres maneras diferentes que incluyen la Microscopia de Iluminacién
Estructurada (SIM, por sus siglas en inglés), la microscopia de localizacién de una sola molécula
(SMLM, por sus siglas en inglés) y la Reducciéon de la Emision Estimulada (STED, por sus siglas
en inglés), dichas metodologias se esquematizan y detallan las caracteristicas técnicas
diferenciales de cada una en la Figura 4.

1.1.3.2.1 Microscopia de lluminacién Estructurada (SIM)

El procedimiento de obtencién de una imagen por microscopia SIM incluye la iluminacién de
una muestra con una serie de patrones en rayas sinusoidales de alta frecuencia espacial
conocidos como patréon Moiré (Figura 4A). Estos patrones son generados por un laser que
pasa a través de una rejilla dptica moévil y que se proyecta a través del objetivo sobre la
muestra. El movimiento de esta rejilla disminuye la difraccién de la luz y genera patrones con
diferentes orientaciones los cuales son capturados por el microscopio (Figura 4).
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Figura 4. Métodos de microscopia de stiper-resolucién empleados en la investigacién del genoma 3D. (A) Las
técnicas de microscopia de stper-resolucion superan el limite de difraccion utilizando diferentes enfoques. En la
microscopia de iluminacién estructurada (SIM), la muestra se expone a una serie de iluminacién no uniforme
desde diferentes angulos y fases axiales. El patron de luz resultante se analiza mediante la transformacién de
Fourier para lograr una reconstruccién matematica final de la imagen, que mejora la resolucién lateral y axial al
doble. La microscopia de localizacién de una sola molécula (SMLM) utiliza una energia de excitacién baja que
provoca una excitacion estocastica de los fluoréforos fotoconmutables para la localizacion precisa del centro de
emision. Se toman imagenes secuenciales de la muestra, en las que los fluoréforos se vuelven brillantes u oscuros,
y la imagen final se crea mediante una superposicién de todos los ciclos de imagenes. En la mayoria de las
aplicaciones practicas, este método produce una resolucién lateral de hasta 20 nm. La reduccién de emisiones
estimuladas (STED) se realiza a través de la combinacion de dos laseres: un laser de excitaciéon que ilumina la
muestra en el medio y un haz de agotamiento o reduccién en forma de rosquilla que reduce la sefial circundante.
En la préactica, STED alcanza una resolucién lateral de unos 50 nm y una resolucién axial de alrededor de 80-600
nm. (B) Caracteristicas técnicas diferenciales de los métodos de microscopia de sUper-resolucién. Figura
modificada de Jerkovic | and Cavalli G. 2020 y Lépez-Saavedra, et. al. 2019 (22,28).
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La imagen generada es luego procesada usando algoritmos computacionales, los cuales
estiman los pardmetros para discernir los componentes superpuestos en la imagen,
obteniendo de este modo una imagen de alta resolucién (28). Con la tecnologia SIM es posible
capturar imagenes tridimensionales con una resolucién lateral aumentada dos veces mas
comparado con el limite de difraccion clasico. Por lo tanto, con 3D-SIM se puede resolver un
volumen aproximadamente ocho veces menor en comparacién con la microscopia
convencional (28).

1.1.3.2.2 Localizacién y Composicién de una sola molécula (SMLM)

Otro enfoque desarrollado para superar la difraccién de la luz es el método de microscopia
de localizacién de una sola molécula. Este método se basa en el fotoencendido de los
fluoréforos entre un estado ‘encendido’ y ‘apagado’ (Figura 4). Este fotoencendido estocastico
ofrece la posibilidad de que solo un subconjunto aleatorio de fluoréforos activados puedan
ser lo suficientemente escasos para ser resueltos 6pticamente en un momento determinado.
En cada ciclo de formacién de imagenes un subconjunto disperso de fluoréforos es activado
y Opticamente resuelto, lo que permite que sus posiciones se determinen con precision
después del andlisis de las imagenes por un algoritmo matematico. En ultima instancia, las
imagenes de sUper resolucién se reconstruyen mediante la integracion de la informacién de
la posicion de miles de marcos. La precisién de localizacién de esta técnica depende de que
se capturen suficientes fotones en cada evento de activacion y por tanto, de la confiabilidad
de los fluoréforos utilizados (28).

1.1.3.2.3 Reduccién de la Emisién Estimulada (STED)

En esta microscopia se usa una fuente de luz, llamada luz de agotamiento, la cual lleva un
fluoréforo excitado al estado de energia mas bajo (es decir, el estado basal) antes de que
pueda emitir una sefal de fluorescencia. En la practica, la luz de agotamiento se aplica como
un patrén que rodea elpunto focal del laser de excitacion. Este haz de agotamiento tiene una
forma de rosquilla con una intensidad cero en el centro, generado por el paso a través de una
placa apropiada. Esto reduce el tamafo de la region de excitaciéon en las moléculas que
emiten fluorescencia, como si el "punto focal" del laser estuviera afilado. Al escanear este
punto afiladoa través de una muestra, se puede grabar una imagen de sUper resolucién
(Figura 4), No se requiere de ningln procesamiento posterior a la adquisicién. En muestras
bioldgicas, las imagenes STED han alcanzado una resolucion de 20 nm cuando se usan
colorantes organicos y una resoluciéon de 50-70 nm cuando se usan proteinas fluorescentes
(28).
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1.1.3.3. Captura conformacional de cromosomas

Paralelamente al progreso tecnolégico de la microscopia de super resolucién, se han
desarrollado enfoques bioquimicos que mapean las interacciones fisicas del genoma. El
método considerado como pionero, es denominado captura conformacional de cromosomas
0 3C, el cual usa la ligacion proximal de secuencias para cuantificar la frecuencia en la que dos
loci gendémicos se encuentran en cercania.

Subsecuentemente se derivaron otras técnicas que han expandido el nimero de contactos
por pares se pueden sondear simultdneamente, como 4C ("uno a todos"), 5C ("muchos a
muchos") y Hi-C ("todos a todos") y se denominan colectivamente métodos basados en 3C.
La familia de técnicas de 3C es un conjunto de enfoques bioquimicos para determinar la
interaccion fisica de las regiones del genoma. Los enfoques de la tecnologia C
invariablemente involucran cinco pasos: (1) fijacion con formaldehido para reticular la
cromatina en los sitios de interaccién fisica, (2) escision de la cromatina por enzimas de
restriccion o sonicacion, (3) ligacidon en condiciones diluidas que favorecen la ligacién entre
los extremos del DNA capturados en el mismo complejo sobre ligaciones de colisiones
aleatorias, (4) detecciéon de uniones de ligacion utilizando pasos variables de biologia
molecular segun la variante de los métodos y (5) analisis computacional para determinar las
frecuencias de interaccion capturadas en la ligadura de la cromatina entrecruzada (Figura 5)
(29).

Las tecnologias C (3C, 4C, 5C, Hi-C) difieren en su forma de deteccién y el alcance de las
interacciones que pueden investigar. El método 3C prueba la interaccién entre dos sitios
conocidos en el genoma, el 4C permite sondear secuencias desconocidos que interactian de
una secuencia cebo conocida, el 5C identifica todas las regiones de interaccién dentro de un
dominio del genoma dado y el Hi-C sondea todas las interacciones que ocurren de manera
imparcial en todo el genoma. La elecciéon del método depende en gran medida de la
naturaleza especifica y el alcance de la cuestién bioldgica, pero también de la disponibilidad
de recursos, incluida la cantidad de material de partida y la capacidad de secuenciacién. Se
han desarrollado muchos derivados de las técnicas C estdndar, a menudo inspirados en la
cuestion bioldgica especifica abordada o con el objetivo de mejorar la especificidad o reducir
el fondo (Figura 5) (30).

Una desventaja que cabe mencionar de estas tecnologias es que se tratan de enfoques
basados en una poblacién completa que solo generan datos promedio y no pueden interrogar
el comportamiento de células individuales o subpoblaciones. Sin embargo, actualmente se
han extendido y mejorado las técnicas basadas en 3C al punto de poder mapear la
organizacion 3D del genoma en células individuales (31). Estos avances representan una
herramienta mucho méas poderosa que, en conjunto con técnicas basadas en hibridaciéon in
situ y microscopia de sUper-resolucion ayudaran a resolver la cuestién de cémo se organizan
espacialmente los genomas y sus mecanismos reguladores en un futuro cercano (22).
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A continuacién, y dado que es materia de estudio del presente trabajo de investigacién, se
profundizard en la historia y concepto de los territorios cromosémicos, asi como en sus
implicaciones fisioldgicas en la estructuracién del nucleo.

1.1.3. Territorios Cromosémicos

1.1.4.1 Historia
La teoria de los CTs fue propuesta por primera vez en 1885 por Carl Rabl, quién a partir de
sus hallazgos, concluyé que cada cromosoma en interfase ocupa un territorio nuclear distinto.
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Posteriormente, en 1905 Theodor Boveri propuso el término “territorios cromosémicos” para
transmitir la idea de que los cromosomas conservan su individualidad a lo largo del ciclo
celular, proporcionando asi, la primera teoria formal de los CTs (32). Sin embargo, todas las
conclusiones de Boveri se basaron en evidencia indirecta de la organizacién nuclear, evidencia
poco aceptada por sus pares, sin embargo, una visualizacion directa de los CTs resulté
imposible en ese tiempo. Las ideas de Boveri fueron rechazadas, y en su lugar, se apoya un
modelo deniminado de "espagueti”, el cual argumentaba que las fibras de ADN de los
cromosomas de los mamiferos se disgregan aleatoriamente en el nicleo durante la interfase
y se agregaban de nuevo en forma de cromosomas al comenzar la mitosis.

La teoria de los CTs fue abandonada tras la falta de evidencia. Hasta 1977 se retom¢ el avance
de este modelo en el trabajo desarrollado por Stephen M. Stack, David B. Brown y William C.
Dewey. Los resultados de su experimento muestran evidencia de la existencia de los TCs.
Después de un proceso de fijacion con acido acético, las células fueron tratadas con tripsina,
fijadas, para inmediatamente después ser aplastadas para revelar la organizacion de la
cromatina dentro del nucleo (Figura 3) (33). La huella dejada por la cromatina sugiere que los
cromosomas no se encuentran disgregados en una masa uniforme, en cambio, se aprecia
agrupaciones distintivas. Stack y colaboradores concluyeron que cada cromosoma permanece
en un dominio distinto a lo largo del ciclo celular. Aunque en el articulo nunca se hace
referencia a los CTs, estas evidencias fueron importantes en su posterior validacion.

Figura 3. Evidencia de territorios cromosémicos proporcionada
por Stephen B. Stack, David B. Brown y William C. Dewey
(1977). El ntcleo de una célula de hdmster chino (linea CHO)
en G1 muestra grupos de cromatina condensada que
probablemente representan territorios cromosémicos . Barra
correspondiente a 10 um (33).

No fue hasta 1982 que Thomas Cremer, un biélogo celular aleméan, y su hermano, el fisico
Christoph Cremer, proporcionaron pruebas experimentales innovadoras para respaldar la
hipotesis de los territorios cromosémicos.

Los Cremer se propusieron investigar la organizaciéon de los cromosomas en el nucleo en
interfase utilizando un enfoque simple pero inusual. Microirradiaron un éarea estrecha de
nucleos en interfase y los incubaron en un medio que contenia timidina radiomarcada, que se
incorporaria a los cromosomas dafiados a medida que se reparaban. Las areas de nucleétidos
radiomarcados incorporados marcaron el ADN recién sintetizado en las regiones irradiadas
como "cicatrices plateadas”, lo que hizo posible detectarlas mas tarde en los cromosomas
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mitéticos condensados mediante autorradiografia. Si los cromosomas estuvieran dispuestos
al azar en el nlcleo, como los espaguetis en un plato, estas cicatrices plateadas estarian
esparcidas por muchos cromosomas. Sin embargo, si cada cromosoma ocupa un espacio
distinto dentro del nucleo, las cicatrices se concentrarian en uno o solo unos pocos
cromosomas, lo que probablemente represente territorios cromosémicos en las coordenadas
nucleares microirradiadas (Figura 4).

El analisis de la distribucion de las cicatrices mostré que el dafo se localizaba solo en unos
pocos cromosomas, favoreciendo asi el modelo de territorios cromosémicos. Este
experimento relativamente sencillo no solo demostré directamente las ideas propuestas hace
décadas por Rabl y Boveri, sino que también representa un hito en la investigacién de la
arquitectura del genoma: la primera evidencia convincente de una disposicién no aleatoria de
los cromosomas en el nicleo de la interfase (5).

Figura 4. Evidencia experimental para
una  organizaciéon  territorial  de
cromosomas intefasicos. A. Justificacion
experimental de los ensayos de
microirradiacién. La disposiciéon de la
cromatina de orden superior en el
nlcleo en interfase se compara con una
madeja compuesta por varios hilos
(cromosomas). Los ejemplos que se
muestran no se refieren a una
disposicion cromosémica real de ningun
tipo de célula en particular. A1) Los hilos
se extienden y entremezclan A2) Cada
hilo forma un territorio distinto. A3 y A4)
Las disposiciones de los hilos que se
muestran en A3 y A4 no se pueden
distinguir cuando todos los hilos tienen
el mismo color. Una pequena parte de
la madeja estd marcada con color rojo.
A5 y Aé) Los hilos muestran marcas rojas
después de desensamblar las madejas.
La distribucion de estas marcas muestra
las regiones de los hilos ubicados juntos
en las dos madejas. (B). Autorradiografia
de una célula diploide de hdmster chino. El nicleo de la célula viva se microirradié en G1, se marcé con pulsos
de timidina 3H y se fij6 inmediatamente después. La flecha apunta a un grupo de granulos de plata detectados
sobre el sitio de microirradiacion. (C). Metafase del mismo experimento obtenido aproximadamente 40 horas
después de la microirradiacion. Un cromosoma 1y un cromosoma 2 estan intensamente marcados con granulos
plateados, lo que indica que el microhaz golped los territorios respectivos durante la interfase, mientras que sus
homologos no estan marcados, lo que argumenta en contra de la asociacion espacial de los territorios
homélogos. Figura modificada de Cremer T and Cremer M, et al. 2010 (5).

A.
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Desde entonces, comenzd un esfuerzo por desarrollar nuevas técnicas que permitieran
visualizar uno o mas cromosomas dentro del nucleo. Dicho esfuerzo rindié frutos con el inicio
de técnicas hibridacion in situ con fluorescencia (FISH, por sus siglas en inglés) al comienzo de
1980 (34). Esta metodologia termind por confirmar la presencia de CTs mediante el uso de
sondas fluorescentes complementarias especificas a cada cromosoma. La evidente presencia
de los CTs en el nucleo celular revolucioné nuestra comprensién de la organizaciéon del
genoma en 3D y abrié nuevas interrogantes enfocadas a entender los mecanismos y factores
involucrados en dicha organizacién.

1.1.4.2 Concepto y organizacién de CTs

Como se menciond anteriormente la organizacion territorial de los cromosomas en interfase
(CTs) constituye una caracteristica basica de la arquitectura nuclear (5). Un CT se define como
el espacio tridimensional que ocupa un cromosoma durante la interfase (35). La formacién de
los CTs se ha observado en una amplia gama de especies y tipos celulares mediante técnicas
de FISH y técnicas basadas en captura conformacional de cromosomas (ver glosario) (5,36,37).
En células de mamiferos, un CT generalmente presenta una forma esférica pero amorfa y se
caracteriza por una alta relacién superficie/volumen dado que su interior estd permeado por
una compleja red de canales anastomosados que se cree, facilitan el acceso de factores
reguladores de la cromatina. Las fibras de cromatina de los cromosomas vecinos a menudo se
sobrelapan (concepto discutido méas adelante en el texto), pero no se entrelazan, creando asi
un continuo de cromatina en todo el espacio nuclear, aunque se ha observado una menor
densidad de cromatina en las convergencias entre cromosomas (5,25).

Tras el establecimiento de los CTs como base para la organizacién del genoma en el nicleo
celular, las investigaciones se centraron en comprender cémo se organizaban los CTs
individuales dentro de la arquitectura tridimensional del nucleo. Como primer paso, se
examino la disposicion radial relativa de los cromosomas con respecto a la periferia y el centro
nuclear. Una pregunta fundamental era si los CTs estaban dispuestos al azar o si habia un nivel
de no aleatoriedad en sus posiciones dentro del nucleo. Estos estudios establecieron
claramente un alto nivel de orden en el posicionamiento radial de CTs individuales en el
nucleo (5,37-42).

Dado que la heterocromatina transcripcionalmente inactiva se localiza preferentemente a lo
largo de la periferia nuclear, se analiz6 en detalle la relacion de la posicién periférica con la
densidad génica y actividad transcripcional en cromosomas individuales. En un estudio inicial,
se observéd que el CT X (Xi) inactivo tenia una ubicacién mas periférica dentro del nicleo que
su contraparte activa (Xa) (40,43,44). La relacién entre el posicionamiento radial y la actividad
génica también se puede demostrar en CTs que presentan una densidad génica baja, los
cuales tienden a posicionarse hacia la periferia nuclear a diferencia de los CTs con alta
densidad génica que son transcripcionalmente mas activos. Por esta razén, varios estudios han
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concluido que la densidad génica es el principal factor que contribuye al posicionamiento
radial de los CTs (40,43,44). Por ejemplo, el CT18 con baja densidad génica se localiza mas
hacia la periferia que el CT19, el cual presenta alta densidad génica (38,40,45). Este paradigma
se puede extender a genes individuales o grupos de genes dentro de los cromosomas. Genes
individuales con una baja tasa transcripcional normalmente se encuentran con mayor
frecuencia en el interior de su respectivo CT comparado con los genes que presentan mayor
actividad transcripcional (6,46-49). Curiosamente, la localizacién aberrante en la periferia
nuclear mediante la unién de regiones a la ldmina nuclear da como resultado la inhibicién de
la transcripcién (50). Asi mismo, es de destacar que la posicién radial de los CTs en el mismo
tipo celular se conservan a lo largo de la evolucién de los primates (Figura 5) (41).

Figura 5. (A) Metafase de
cromosomas humanos después
de la hibridacién mediante la
técnica de FISH. Se muestran los
cromosomas chr18 en rojo chr19
en verde utilizando sondas de
cromosoma completo (WCP, por
sus siglas en inglés). (B) Imagen
muestra de un plano del nucleo
de una célula linfoblastoide
humana después de 3D FISH con

v las mismas sondas WCP que
White g muestra el CT19 (verde) en el
Orangutan __handed gibbon centro nuclear y un CT18 (rojo) en

la periferia. (C) Arriba: llustraciéon idiogramética de los chr18 (rojo) y chr19 (verde) de humano (extremo izquierdo),
asi mismo se muestran los cromosomas y regiones subcromosémicas ortologas del orangutédn (pongus
pygmaeus, centro) y el gibén de manos blancas (extremo derecho). Obsérvense los pronunciados
reordenamientos cromosémicos entre el cariotipo del gibén y el humano: el brazo largo de un cromosoma del
gibbon es ortélogo al cromosoma humano 18, mientras que cuatro segmentos cromosémicos ortélogos del
chr19 humano estan distribuidos en otros tres cromosomas del gibbon. Abajo: reconstrucciones tridimensionales
representativas de nucleos de células linfoblastoides correspondientes a humano (izquierda), orangutan (centro)
y gibbon (derecha) que revelan las mismas posiciones nucleares radiales no aleatorias del chr19 denso en genes
ortélogos (verde) y cromatina pobre en genes chr18 (rojo). Imagen modificada de Cremer, T and Cremer, M.
2010.
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Los estudios que demostraron una estrecha correlacién entre la densidad génica y el
posicionamiento radial se realizaron predominantemente en ndcleos relativamente esféricos
de linfocitos. Sin embargo, el analisis de posicionamiento radial en células mas planas, como
los fibroblastos, ha mostrado una situacién més compleja en la que el tamafo de los
cromosomas se convierte en un factor importante. En estos casos, el posicionamiento radial
generalmente se correlaciona con el tamano del cromosoma y no con la densidad del gen
(27,51-53).
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Adicionalmente, otros estudios han reportado cambios en el posicionamiento de CTs al
evaluar lineas celulares de mama y compararlas con su equivalente linea celular cancerosa (51).
Asi mismo, cambios en la disposicién de los CTs se han observado durante la diferenciacién
celular (54). Estas observaciones apoyan el cédigo de posicionamiento radial probabilistico el
cual fue propuesto por Cremer y colaboradores, en dicho cédigo se propone que el
posicionamiento de los CTs es especifico del tipo celular, y sufre alteraciones durante la
diferenciacion celular y durante la progresiéon maligna donde generalmente ocurren cambios
masivos en los programas de expresién genémica (43).

Otros factores que se han asociado con la disposicion radial de los CTs, ademas de la densidad
génica o el tamafio de los cromosomas, son las interacciones con otros compartimentos
nucleares. Un ejemplo destacable es el nucléolo y de los cromosomas acrocéntricos que
contienen regiones organizadoras nucleolares (NOR) responsables del posicionamiento de sus
respectivos CTs (27,54,55). También se ha demostrado que la [dmina nuclear es importante
para la organizacion radial de los CTs (56). Especificamente, se han observado alteraciones en
la disposicion de los CTs en células que expresan la proteina de lamina-A truncada (progerina)
(57). Ademas de las interacciones con otros compartimentos nucleares, varios factores y/o
modificaciones proteicas pueden desempefar un papel en el posicionamiento radial de los
CTs. Algunos de los ejemplos evaluados incluyen Arpé, proteina miembro de la familia de
actina (58), la variante de histona H2A.Z (58), miosina (56), y la inhibicion de la desacetilacion
de histonas (1), todos estos factores han demostrado una asociacién en la disposicién anormal
de los CTs cuando son alterados.

La tasa de proliferacion de las células y la forma nuclear también se han implicado como
factores que influyen en la organizacién de los CTs. Por ejemplo, las células en proliferacion
tienden a seguir una organizacion basada en la densidad de genes en comparacién con la
distribuciéon basada en el tamafo cromosémico encontrada en células quiescentes o
senescentes (59). Ademas, el nucleo esférico de linfocitos humanos sigue una organizacion
basada en la densidad de genes, que se conserva en varias especies relacionadas (44,60),
mientras que la distribucion basada en el tamafio de los cromosomas es més frecuente en los
nucleos de fibroblastos elipsoidales (27). No obstante, a pesar de la prevalencia y conservacion
generalizadas de los CTs, los determinantes moleculares, mecanismos y la funcién de este
nivel de organizacién no han sido totalmente dilucidados.

1.1.4.3 Interacciones y sobrelapamiento/intermingling entre CTs

El descubrimiento del posicionamiento radial no aleatorio de los CTs también sugirié la
intrigante posibilidad de que pudiera haber patrones de interacciones no aleatorias entre los
diferentes CTs. Los estudios iniciales que utilizaron técnicas de FISH fueron consistentes con
este punto de vista, y mostraron un sobrelapamiento entre cromosomas homoélogos y no
homologos los cuales mostraron una disposicién no aleatoria aunque probabilisticas (27,61).
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El sobrelapamieno de cromosomas, conocido en el argot cientifico como ‘intermingling’,
puede ser entendido como el hecho de rodear los dominios de cromatina de un cromosoma
con los de otro cromosoma o como la mezcla de asas de cromatina que se extienden desde
un CT hasta el compartimento de la intercromatina o dentro de otro CT. También puede
entenderse como la existencia de dominios de cromatina en los cuales convergen secuencias
de DNA de mas de un cromosoma. Estas regiones de sobrelapamiento de cromosomas no
parecen diferir morfolégicamente del resto del genoma y estan presente en toda la extensién
de espacio nuclear (62). Ademas, la condensacion de la cromatina en estas regiones no difiere
de alguna otra region del CT que no se sobrelapa (25).

Algunos ejemplos de interacciones intra-cromosémicas incluyen la dindmica entre promotores
y terminadores, al igual que interacciones entre promotores y potenciadores o enhacers
ubicados a kilobases o hasta megabases de distancia (63). Otro tipo de interaccién
intracromosémica son los contactos mediados por aisladores o insulators, que parecen
contribuir a la organizaciéon del genoma en regiones funcionalmente distintas al separar
regiones reguladas diferencialmente entre si (64).

Por otro lado, una clara evidencia de la interaccién inter-cromosdmica, es decir entre
cromosomas no homologos, a gran escala es la observada en la formacién del nucleolo. En
los nucleos humanos, alrededor de 300 genes ribosémicos ubicados en cinco pares de
cromosomas acrocéntricos diferentes se acercan fisicamente para construir el preensamblaje
ribosémico en el nucleo (65,66). Esta formacion espacial del nucléolo es un fenémeno
conservado y valida que los cromosomas no homdélogos pueden sobrelaparse de manera no
aleatoria en todos los nucleos. Ademas, existen algunos ejemplos que sugieren que las
interacciones inter-cromosémicas también pueden estar involucradas en la regulaciéon de
genes, por ejemplo, en el control de los receptores olfativos, los cuales estdn ubicados en
varios cromosomas diferentes y se someten a una dindmica compleja para conglomerarse en
el mismo espacio nucleary regular la expresion individual de cada gen involucrado de manera
selectiva y especifica (67). Dadas estas observaciones, se ha relacionado el sobrelapamiento
entre CTs con la organizacién nuclear de la expresién génica en la que se pueden encontrar
grupos de genes reunidos en sitios subnucleares enriquecidos en factores transcripcionales o
de silenciamiento (68) .

1.1.4.4 Sobrelapamiento entre CTs heterélogos y regulacién genémica

Es importante resaltar que el grado de sobrelapamiento entre CTs se puede usar como una
medida sensible en la determinacién de las posiciones relativas de los cromosomas. Se
demostré que esta medida es mas informativa que las posiciones absolutas de los CTs, ya que
el volumen de sobrelapamiento revela una menor variabilidad dentro de un tipo celular dado.
Ademads, estudios anteriores han demostrado que los cromosomas con una actividad
transcripcional similar tienden a estar espacialmente cercanas (69). Curiosamente, los
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volimenes de sobrelapamiento se correlacionan mejor con la actividad transcripcional que
con la distancia entre los centroides de los cromosomas, lo que sugiere la importancia del
sobrelapamiento entre CTs para la regulacién de la expresion génica (70). Experimentos de
captura de cromosomas 3C y FISH sugieren que las regiones de sobrelapamiento entre CTs
(68,71) contienen una mayor densidad de secuencias reguladoras y median las interacciones
entre ellos (3,17,25,69,70).

Asimismo, analisis de correlaciéon en los que evaluaron secuencias embebidas dentro de
regiones de sobrelapamiento, actividad transcripcional del genoma global y los perfiles
epigenéticos han comenzando a revelar la agrupacién espacial de genes corregulados
(68,71,72). Las regiones de sobrelapamiento pueden comprender multiples TADs derivados
de diferentes cromosomas. Ademas, se ha demostrado que las regiones de sobrelapamiento
estan enriquecidas con modificaciones epigenéticas de activacién como la H3K%ac y la
H3K4me3, asi como la localizacién preferencial de RNA Pol2 fosforilada en estas regiones y
en general, muestran similitudes en las modificaciones de histonas presentes, estado de
metilacién nivel de sensibilidad a la DNAse y nivel de expresion (25,70,73,74). En
concordancia, estas regiones también estdn enriquecidas con enzimas remodeladoras de
cromatina dependientes de ATP; las cuales sintonizan los patrones de acetilacion y metilacion
para modular la accesibilidad local a los sitios reguladores en la fibra de cromatina (75). Estos
hallazgos en conjunto sugieren que las regiones de sobrelapamiento son sitios
transcripcionalmente activos con presencia de fdbricas transcripcionales. Experimentos
recientes también han demostrado que las regiones de sobrelapamiento permanecen
estructuralmente estables después de la inhibicién de RNAPol2 fosforilado, pero el volumen
de sobrelapamiento se reduce al inhibir los factores de transcripciéon (70).

Finalmente es importante destacar que la estabilizaciéon de la arquitectura cromosémica es
muy importante durante la diferenciacién celular, y dicha estabilizacién se debe en gran
medida a la formacién de redes de sobrelapamiento o ‘intermingling’ entre los diferentes CTs.
Lo cual a su vez, esta correlacionado con la actividad transcripcional entre dos CTs, la distancia
de estos a los factores transcripcionales, el co-agrupamiento de los mismos y la activacién de
estas unidades especificas en las mismas células diferenciadas (76). Esta creciente evidencia
apunta a una relacién critica entre la corregulacion de genes y el sobrelapamiento entre CTs,
que se establece gradualmente durante la diferenciacién de células troncales. Ademas de
sugerir la existencia de patrones de plegamiento y organizacién tridimensional del genoma
que estan optimizados para la transcripcidn especifica del tipo celular. Sin embargo, y a pesar
de los grandes avances que se han realizado a diversos niveles, el entendimiento sobre los
mecanismos reguladores de la organizacién del genoma, asi como su impacto en la regulacién
génica aun es limitada.
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1.1.4.5 Impacto de la organizacién cromosémica en la formacién de translocaciones

Las translocaciones son consideradas como anormalidades cromosémicas caracteristicas de
las células cancerosas. Estos reordenamientos gendémicos estdn formados por la unién
ilegitima de extremos de DNA en cromosomas distintos o iguales. Las translocaciones pueden
representar un efecto secundario debido al aumento de la inestabilidad genémica y los
defectos de reparacion del DNA en las células cancerosas. De igual forma, las translocaciones
pueden ser causales en la carcinogénesis, como en el caso de la fusion entre los genes BCR-
ABL1T en la leucemia mieloide crénica (LMC) o los genes PML-RAR en la leucemia
promielocitica (77). Aunque este tipo de aberraciones son relevantes en el desarrollo del
cancer, su etiologia es muy poco comprendida.

Se ha propuesto un modelo general de formacién de translocaciones cromosdémicas el cual
integra un proceso multi-etapas: En primera instancia debe ocurrir un rompimiento de doble
hebra (DSB, por sus siglas en inglés) y este debe suceder simultdineamente en al menos dos
cromosomas. Segundo, los mecanismos de reparacién deben fallar al tratar de eliminar el
dano. Tercero, los extremos rotos de los cromosomas deben estar fisicamente cercanos
dentro del espacio nuclear y finalmente debe ocurrir una reunién ilegitima (recombinacién
ilegitima) de dichos extremos (78-80).

La formacién de las translocaciones esta vinculada estrechamente con el arreglo espacial de
los cromosomas implicados, dado que se requiere que exista interaccion fisica de la pareja
involucrada en la translocaciéon (78). Por lo tanto, el papel de la proximidad espacial en la
formacién de translocaciones cromosémicas parece ser obvia, e inclusive se ha correlacionado
el grado de sobrelapamiento ‘intermingling’ entre cromosomas heterélogos, y la cercania
fisica de los loci involucrados en la translocacién con la frecuencia con la que se presenta esta
aberracion cromosémica en Céancer (25,78-81). Es por ello que la formacién de las
translocaciones se vincula directamente a la arquitectura nuclear en interfase (Figura 6).

28



Figura 6. Importancia de la organizacion del genoma
en la determinacién de las translocaciones
cromosomicas. La organizacién no aleatoria de genes
y cromosomas contribuye a la formacidén de
translocaciones en céncer. (A) La distancia fisica de
MYC a sus parejas de translocacién IGH, IGL e IGK se
correlaciona con la frecuencia en la que estas se
presentan (MYC-IGH; MYC-IGL; MYC-IGK). (B) Las
translocaciones ocurren preferentemente entre los
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verde), y rara vez entre los cromosomas ubicados
distalmente (azul). Las rupturas de doble hebra
estrechamente yuxtapuestas (estrellas amarillas) que se
producen en el sobrelapamiento entre cromosomas
crean extremos cromosémicos libres que pueden
recombinarse para formar una translocacién
cromosémica por unién ilegitima. Imagen modificada
| | \ de Dekker J and Misteli, T. 2015

Sobrelapamiento Formaciénde Unién
entre cromosomas DSB proximales ilegitima

La organizacién de los CTs es especifica de tipo celular, esta caracteristica se ha asociado con
la presencia y frecuencia de translocaciones particulares en ciertos tipos de cancer. De hecho,
existe una correlacién entre la proximidad espacial y la prevalencia de translocaciones
especificas de tejido. Por ejemplo, en una linea celular de ratén con linfoma de células T que
presenta una translocacion t(12;14) recurrente, se encontré una gran proximidad entre los CTs
12 y 14 tanto en las células de linfoma como en los esplenocitos normales (42). En adipocitos
diferenciados, los CTs 12 y 16 estan estrechamente asociados espacialmente, caracteristica a
la que se le atribuye la frecuente presencia de la t(12;16) en liposarcoma humano (82).
Asimismo, en un estudio llevado a cabo en células de ratén evaluaron la proximidad entre los
CTs 5,6,12 y 15 en diferentes estirpes celulares y observaron que la proximidad entre CTs
dependia del tipo celular; es asi que en linfocitos de ratén los CTs 12y 15 se encontraban en
cercania a diferencia de los CT 5y 6, y por el contrario, en hepatocitos los CTs mas cercanos
fueron los CTs 5y 6 pero no asi los CTs 12 y 15 (7). Estos resultados concordaron con las
translocaciones t(12;15) encontrados frecuentemente en linfomas y la t(5;6) comun en
hepatomas, lo cudl evidencia la especificidad tisular de las interacciones y translocaciones
intercromosomicas.

Por otro lado, experimentos en los que se muestran imagenes de células vivas de mamiferos
han demostrado que después de inducir DSB, los extremos libres de los cromosomas estén
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en gran medida inmodviles en el nicleo celular (83). Como consecuencia, se infiere que las
translocaciones ocurren preferentemente entre regiones gendémicas que a menudo se
encuentran en estrecha proximidad espacial debido a la disposicion no aleatoria del genoma
en el nicleo de la interfase. Congruentemente, ensayos realizados con la técnica de FISH y,
mas recientemente, los enfoques basados en técnicas de captura conformacional de
cromosomas han revelado la yuxtaposiciéon de las regiones de translocacién en el nicleo
celular intacto (84-87). Por ejemplo, los genes MYC e IGH, cuya translocacién da lugar al
linfoma de Burkitt, se encuentran con frecuencia interactuando o ubicados muy cerca de las
células B (85,86). Se han encontrado correlaciones similares entre la frecuencia de
translocaciéon y la proximidad fisica para numerosas parejas de translocacion en células
humanas y de ratén (88,89).

La nocién de que las interacciones espaciales entre las regiones de translocacién son un
determinante clave en la formacién de la translocacién también estd respaldada por las
observaciones sobre las translocaciones en cancer de préstata. En el cancer de proéstata, son
frecuentes las translocaciones entre el gen TMPRSS2 y ETV1 o ERG (88,90). En las células
prostaticas normales, estos genes no se asocian fisicamente; sin embargo, la estimulacién con
andrégenos conduce a su asociacién fisica y, cuando se les expone ademas a la radiacion
ultravioleta, estos se translocan. Claramente, los andlisis de translocaciones aleatorias que
ocurren de forma natural e inducibles experimentalmente han revelado una fuerte correlacion
entre la frecuencia de la translocacion y la proximidad espacial (87,91-93).

Asimismo, y en concordancia con las evidencias previas, se ha observado que la frecuencia de
translocaciones se corresponde estrechamente con el grado de sobrelapamiento entre CTs
(25). Parece probable que las translocaciones ocurran preferentemente cuando se produce
dano en el DNA en esta regiéon de sobrelapamiento creando una DSB, cuyo rango de
movilidad es limitado y propensa a sufrir uniones ilegitimas con rupturas proximales
(espacialmente cercanas). El hallazgo de que las translocaciones ocurren preferentemente
entre regiones posicionadas proximalmente significa que la organizacién espacial no aleatoria
del genoma es un factor clave para determinar las parejas de translocacion.

1.2 Translocacién t(9;22)

Un ejemplo prototipico de la relevancia de la organizaciéon y posicionamiento de los CTs en la
determinacién de las translocaciones es la t(9;22). Esta translocacion fusiona los genes ABL1y
BCRYy origina el “cromosoma Filadelfia (Ph)”. Los loci ABLTy BCRy sus correspondientes CT9
y CT22, respectivamente, se han descrito en proximidad espacial en células hematopoyéticas
y se han propuesto como un factor crucial en la génesis de la translocacién t(9;22) (94,95).
Historicamente, estudios emblematicos revelaron una proximidad muy cercana entre los
genes ABL1y BCR en células de diferentes linajes hematopoyéticos (84), y paralelamente otro
estudio corroboré esta cercania particularmente en linfocitos B (94). Por lo tanto, se concluyé
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que esta translocacién caracteristica estd mediada por la estrecha asociacion de los CTs
participantes en el tipo de célula normal que da lugar a estas células leucémicas.

Esta aberraciéon cromosémica Unica tiene un papel fundamental en la patogénesis de la
leucemia mieloide crénica (LMC) ya que el gen de fusién BCR-ABL1 codifica una proteina
quimérica con actividad constitutiva de cinasa de tirosina (TK). Esta proteina quimérica se
forma como resultado de una translocacién reciproca balanceada entre los brazos largos del
cromosoma 9y 22, 1(9;22)(934;911) (96,97). Esta translocacion transpone el protooncogen
ABL (Abelson) del cromosoma 9 a una regién genémica relativamente pequefia de 5.8 kb en
el cromosoma 22 llamado regién del grupo de puntos de ruptura (bcr por sus siglas en inglés
breakpoint cluster region). Se han caracterizado tres puntos principales de rompimiento en
BCR: mayor (M-bcr), menor (m-bcr), y micro (u-bcr). La zona de puntos de rompimiento en
ABL1T es mas variable y generalmente, ocurren rio arriba del segundo exén (a2) dando como
resultado la translocacién del exén 1 de ABL1. Cabe resaltar que los puntos de ruptura de
ambos genes han sido estudiados para explicar el origen del cromosoma filadelfia y se ha
definido que este es independiente de rompimientos espontaneos o la expresion de sitios
fragiles (98).

En la mayoria de los pacientes con LMC estan presentes dos genes quiméricos BCR-ABL
ligeramente diferentes, dependiendo de la localizacion precisa de los puntos de ruptura en el
gen BCR. Las rupturas pueden ocurrir entre el exén 13 (también conocido como b2) y el exén
14 (b3), produciendo un RNA mensajero (RNAm) de fusiéon b2a2, mientras que si la ruptura
ocurre entre los exones 14 y 15 produce un RNAm de fusién b3a2. Histéricamente b3a2 ha
sido referido como la regiéon mayor del grupo de puntos de ruptura (M-BCR). Alguno de los
dos transcritos (b2a2 o b3a2) esta presente en la mayoria de los pacientes, sin embargo,
ocasionalmente pueden presentar ambos transcritos, los cuales son referidos como BCR-ABL
p210, describiendo el peso de la proteina de 210kD (99,100).

La proteina de fusién BCR-ABL se encuentra en el citoplasma y presenta una actividad
constitutiva de cinasa de tirosina en comparacién con la actividad estrechamente regulada del
producto normal ABL (p145). BCR-ABL se une y fosforila a numerosas proteinas intracelulares.
El efecto neto de esta actividad es la inducciéon de las anormalidades observadas en pacientes
con LMC, esto incluye la proliferacion celular incrementada y la disminucién de apoptosis de
las células troncales hematopoyéticas o las células progenitoras dirigiendo a un incremento
masivo en el nimero de células mieloides, e inestabilidad genética resultando en una
progresiéon de la enfermedad (96,97).

1.3 Leucemia Mieloide Crénica

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC) es un desorden hematopoyético clonal y heterégeneo,
que se origina por una transformacién neoplasica de células troncales hematopoyéticas (HSC,
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por sus siglas en inglés) a consecuencia de la presencia de la 1(9;22) en dichas células (96,101).
Este evento resulta en la expresiéon constitutiva de la proteina quimérica BCR-ABLIT,
transformando la HSC en una célula troncal de LMC, que consecuentemente da lugar a una
enfermedad mieloproliferativa clonal (102).

La LMC representa aproximadamente el 15% de todas las leucemias, con aproximadamente
10,000 nuevos casos diagnosticados en México, y aunque ocurre en todos los grupos de edad,
la incidencia aumenta en adultos, siendo la media de edad de 66 afios al momento del
diagndstico. Los pacientes mayores de 70 afios representan mas del 20% y los nifios y
adolescentes <5% (96). La LMC es una enfermedad bi- o trifasica, en donde la mayoria de los
pacientes son diagnosticados en una fase relativamente crénica indolente o estable
caracterizada por un nimero excesivo de células maduras de linaje mieloide. El progreso de
la enfermedad a una fase mas agresiva puede ser subdividida en una fase acelerada y una fase
blastica.

Las tres fases diferentes por las que puede progresar la LMC son la fases crénica, acelerada
y blastica. La LMC en fase crénica (LMC-FC) no tratada eventualmente progresard a LMC en
fase acelerada (LMC-FA) o LMC en fase blastica (LMC-FB) en un promedio de 3 a 5 afios (103).
La progresién de LMC-FC a FA vincula un continuo de caracteristicas clinicas (es decir, fiebre,
dolor éseo, tamafio del bazo), cambios citogenéticos y recuento de blastos. El perfil de
expresion génica ha mostrado una estrecha correlacion de la expresion génica entre LMC-FA
y -FB, lo que indica que la mayor parte de los cambios genéticos en progresién ocurren en la
transicién de la LMC-FC a -FA. La activacion de la via de sefalizaciéon de beta-catenina en los
progenitores de granulocitos y macréfagos de la LMC (que aumenta la actividad de
autorrenovacion y el potencial leucémico de estas células) puede ser un evento patobiolédgico
clave en la evolucion a la LMC-FB (103).

1.3.1 Diagnéstico

La evaluacion inicial debe consistir en una historia clinica y un examen fisico, incluida la
palpacion del bazo, hemograma completo, perfil quimico y panel de hepatitis B, Cy VIH (104).
Posteriormente, el diagnéstico de la LMC tipica consiste en documentar, en el contexto de
una leucocitosis persistente inexplicada (u ocasionalmente trombocitosis), la presencia del
cromosoma Filadelfia (Ph), es decir la t(9;22)(q34;911), mediante el anélisis de cariotipo por
citogenética de rutina, o las anomalias moleculares BCR-ABL1 relacionadas con Ph por FISH
convencional o por estudios moleculares (105).

Cuando se diagnostica LMC, se requiere un aspirado de médula ésea para evaluar la
morfologia celular, ya que la proporcion de células blasticas y de baséfilos es importante para
distinguir la FC de la FA'y de la FB. Durante el aspirado se puede realizar una biopsia central
de hueso para evaluar el grado de fibrosis que tiene importancia prondstica y puede identificar
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nichos de blastos que no son evidentes en el aspirado (104). La citogenética debe realizarse
mediante anélisis de bandeo cromosémico de metafases tefiidas con Giemsa de células de
médula ésea. Es obligatoria una PCR de transcriptasa inversa cualitativa (RT-PCR) en células
de sangre periférica para identificar la presencia de transcritos de BCR-ABL1 que se pueden
seguir adecuadamente al evaluar la respuesta a la terapia. Por otro lado, los estudios de FISH
se basan en la co-localizacion de sondas gendémicas especificas de los genes BCRy ABLT que
corroboran la presencia de la fusién de estos genes. La comparacién de muestras simultaneas
de médula 6sea y sangre periférica mediante analisis de FISH muestra una alta concordancia
(105).

El cromosoma Ph suele estar presente en el 100% de las metafases, a menudo como la Unica
anomalia. Diez a 15% de los pacientes tienen cambios cromosémicos adicionales (evolucién
clonal) que involucran trisomia 8, isocromosoma 17, pérdida adicional de material de 22q o
doble Ph, u otros (105).

1.3.2 Factores pronésticos basales

Se han utilizado tres sistemas de prondstico, Sokal, Euro y EUTOS, derivados aritméticamente,
pero basados en datos clinicos y hematolégicos simples, para estimar el riesgo de
supervivencia al inicio del estudio (104). Estos sistemas se han utilizado para la estratificacion
del riesgo de los pacientes en 3 grupos de riesgo (bajo, intermedio y alto) . La puntuacién
Sokal ha sido particularmente popular y se ha utilizado en la mayoria de los ensayos clinicos.
Estas puntuaciones de riesgo se disefiaron para evaluar las diferencias en la supervivencia o la
respuesta (104).

La puntuacion de Sokal se basa en la la edad del paciente, el tamafio del bazo en el examen
clinico, el recuento de plaquetas y el porcentaje de blastos en la sangre periférica. La
puntuacion Euro incluye eosindfilos y baséfilos en la sangre periférica ademas de las mismas
variables clinicas utilizadas en la puntuacién Sokal. La puntuaciéon de supervivencia a largo
plazo (ELTS) del Estudio Europeo de Tratamiento y Resultados (European Treatment and
Outcome Study, EUTOS) se basa en las mismas variables que la puntuaciéon de Sokal y
proporciona el predictor mas Util de muerte relacionada con la LMC en pacientes tratados con
imatinib de primera linea (103). Los pacientes en los grupos de riesgo intermedio y alto tienen
probabilidades significativamente mas altas de morir de LMC que los del grupo de riesgo
bajo, y las probabilidades también son significativamente diferentes entre los grupos de riesgo
intermedio y alto. Se recomienda la determinacién de la puntuacién de riesgo utilizando los
sistemas de puntuacion Sokal, Euro o ELTS antes de iniciar la terapia con TKI para los pacientes
diagnosticados con LMC en FC (103).
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1.3.3 Tratamiento

Hasta el ano 2000, la terapia farmacolégica para la LMC se limitaba a agentes inespecificos
como busulfan, hidroxiurea e interferén-alfa (IFN-a) (106). El IFN-a provocé la regresion de la
enfermedad y mejoré la supervivencia, pero se vio obstaculizado por su modesta eficacia y las
importantes toxicidades asociadas. El alotrasplante de células madre (Allo-SCT, por sus siglas
en inglés) puede llegar a ser curativo, pero conlleva riesgos de morbilidad y mortalidad.
Ademas, el Allo-SCT es una opcidn solo para pacientes con buen estado funcional y funciones
organicas, y que tienen un donante apropiado (106).

El panorama terapéutico de la CML cambié drasticamente con el desarrollo de moléculas
pequenas inhibidoras de la actividad cinasa de tirosina (TKI, por sus siglas en inglés), que
interfirieron de manera potente con la interaccién entre la oncoproteina BCR-ABL1 vy sitio
activo del trifosfato de adenosina (ATP), bloqueando la proliferaciéon celular de la clona
maligna. Este enfoque "dirigido" alterd la historia natural de la CML, mejorando la tasa de
supervivencia a 10 afos de aproximadamente 20% a 80%-90% (104).

Con la excepcion de los casos de LMC recién diagnosticados durante el embarazo, el
tratamiento de primera linea es un TKI, tal como imatinib. Se puede administrar un curso corto
de hidroxiurea en pacientes sintométicos con recuentos elevados de glébulos blancos o
plaquetas mientras estd pendiente la confirmacion molecular y citogenética del diagnéstico
de LMC (103). Desde el revolucionario potencial de tratamiento de imatinib, aprobado por la
FDAy la EMA en 2001, el enfoque ha sido optimizar el uso de la terapia con TKI.

Después del imatinib, se desarrollaron los TKI de segunda y tercera generacién: bosutinib,
dasatinib, nilotinib, radotinib y ponatinib. Todos estos compuestos se dirigen al sitio de unién
de ATP en el dominio cinasa de la oncoproteina BCR-ABL, pero tienen una afinidad diferente
en presencia de ciertas mutaciones en el dominio cinasa debido a variaciones en su estructura
quimica. Esto también da como resultado diferentes efectos secundarios en otras cinasas de
tirosina y, por lo tanto, en el perfil de toxicidad especifico, que es un factor clinico importante,
ya que aproximadamente la mitad de las interrupciones del tratamiento se deben a la
toxicidad de los TKI (107).

Imatinib y tres TKI de segunda generacion (2GTKI; nilotinib, dasatinib y bosutinib) estan
aprobados en el entorno de primera linea. En general, todos los TKls son muy eficaces en la
fase cronica de la LMC recién diagnosticada, con una SG a largo plazo que se aproxima a la
de los controles pareados por edad (108-110). Cabe mencionar que los TKI de segunda
generacién, en comparacién con el imatinib, por lo general producen respuestas citogenéticas
y moleculares mas rapidas, con menos progresion de la LMC a fase avanzada; y hasta el
momento, en ensayos clinicos aleatorios, no hay diferencias significativas en la SG en
pacientes que comienzan con imatinib versus un TKI de segunda generacién (dasatinib,

34



nilotinib y bosutinib). La seleccion de la terapia TKI de primera linea (bosutinib, dasatinib,
imatinib o nilotinib) en un paciente determinado debe basarse en la puntuacién de riesgo, el
perfil de toxicidad, la edad del paciente, la capacidad para tolerar la terapia y la presencia de
condiciones comérbidas (103). Cabe mencionar que otro factor dado en paises en vias de
desarrollo como México es el costo econémico del medicamento, lo que influye de manera
significativa en la selccién del tratamiento, siendo el imatinib el menos oneroso.

Aunque la gran mayoria de los pacientes con LMC en fase crénica tienen un prondstico
excelente, la intolerancia a los TKI actualmente disponibles no es infrecuente y la resistencia
a esta terapia ocurre con frecuencia independientemente del tipo de TKI (aproximadamente
40%) (111). La muerte relacionada con la LMC debido a la progresion de la enfermedad de
fase crénica a avanzada sigue siendo una realidad y varia hasta un 15%, segun los factores
clinicos en el momento del diagnéstico (112).

1.3.3.1 Imatinib

Imatinib, se considera el TKI de primera generacién, y el ensayo clinico que condujo al registro
de imatinib fue el ensayo aleatorizado IRIS, donde mostré tasas mas altas de respuestas
citogenéticas y moleculares en comparacién con una combinacién de interferén alfa
recombinante (IFNa) y dosis bajas de citarabina y mejor supervivencia libre de progresién (SLP)
y supervivencia global (SG) (113). Imatinib se convirtié inmediatamente en la opcién de
primera linea para el tratamiento de la LMC. Tres ensayos adicionales confirmaron y ampliaron
rapidamente IRIS al probar imatinib en combinacién con IFNa o citarabina en dosis bajas y en
dosis mas altas, proporcionando puntos de referencia para respuestas moleculares profundas
y demostrando una expectativa de vida normal en la mayoria de los pacientes. La informaciéon
adicional sobre imatinib provino de otros estudios prospectivos y retrospectivos, asi como de
registros basados en la poblacion (104).

Después del tratamiento con imatinib, las tasas de respuesta molecular temprana a los 3y 6
meses (presencia de transcritos BCR-ABL1 < 10% de acuerdo a escalas internacionales, [S)
oscilan entre el 60 y el 80%. Después del primer afo las tasas de respuesta molecular mayor
(Ver Anexo 6.2) oscilan entre 20y 59 % y en 5 afios, entre 60 y 80 %. Los cambios de imatinib,
en su mayoria a otro TKI, van desde el 26,5 % en 10 anos hasta el 37 % y el 50 % en 5 afios.
La supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la SG a cinco afios oscilan entre 80 y 90 % y 90
y 95 %, respectivamente. La SG a diez afios oscila entre el 82 y el 85 %, con una tasa de
mortalidad relacionada con la leucemia de alrededor del 6 % (104).

1.3.3.2 Dasatinib

Dasatinib se estudié inicialmente como segunda linea para aquellos pacientes que no
respondian favorablemente al imatinib, incluidos varios estudios de fase 2 que probaron
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diferentes dosis y programas de dosificacién (114-116). Dasatinib a una dosis de 100 mg
diarios para LMC-FC y 140 mg diarios para LMC-FA/FB fueron sugeridas como las dosis
recomendadas. Los estudios de fase 3 llevados a cabo por un grupo de colaboracién
(Southwestern Working Group SWOG S0325) y patrocinados por la industria (Estudio de
dasatinib versus imatinib en pacientes con LMC sin tratamiento previo, DASISION)
compararon dasatinib 100 mg al dia con imatinib 400 mg al dia en pacientes con LMC-FC
recién diagnosticados. Dasatinib demostré ser superior en los criterios de valoracién primarios,
respuesta molecular mayor (RMM) y respuesta citogenética completa (RCC) a los 12 meses,
respectivamente (Ver Anexo 7.2) (117,118). No se observaron diferencias en la supervivencia
global. Basados en los resultados del estudio DASISION, se aprobd el uso de dasatinib en
pacientes con LMC recién diagnosticados.

1.3.3.3 Nilotinib

Nilotinib mostré por primera vez muy buenos resultados en pacientes con LMC-FC y LMC-FA
que no respondieron al tratamiento con imatinib (119). Mas tarde se aprobd como terapia de
segunda linea en base a los resultados confirmatorios en estudios de fase 2 a una dosis de
400 mg dos veces al dia (120). Segun los resultados de la evaluaciéon de la eficacia y la
seguridad de nilotinib en ensayos clinicos: pacientes LMC recién diagnosticados (ENESTnd),
se aprobd nilotinib (300 mg dos veces al dia) como tratamiento de primera linea para la LMC-
FC. A diferencia de cualquier otro TKlI de segunda generaciéon, nilotinib mejord
significativamente la supervivencia libre de progresion en comparacién con imatinib en el
entorno de primera linea, pero la supervivencia general mejoré solo en el caso de nilotinib a
una dosis de 400 mg dos veces al dia (109) . Desafortunadamente, se descubrié que nilotinib
causa hiperglucemia e hiperlipidemia junto con un aumento de los eventos adversos
cardiovasculares en comparacién con imatinib. Estos eventos cardiovasculares incluyeron
enfermedad oclusiva arterial periférica, eventos isquémicos cerebrales y cardiopatia isquémica
(121) .

1.3.3.4 Bosutinib

Bosutinib se aprobé inicialmente a una dosis de 500 mg diarios para el tratamiento de tercera
linea de la LMC en todas las fases (122). En el entorno de primera linea, bosutinib no logré
mejorar la RCC a los 12 meses en comparacién con imatinib, lo cual fue el criterio principal de
valoracién del estudio y, en consecuencia, se le negé la aprobacién regulatoria a pesar de las
tasas superiores de RMM que mostré (123). Posteriormente, el ensayo bosutinib como primera
linea de tratamiento en pacientes LMC (BFORE) utilizé una dosis reducida de bosutinib (400
mg diarios) y demostré superioridad en cuanto a la RMM a los 12 meses, pero no hubo
diferencias en la supervivencia global y libre de progresion (108). En base a estos datos,
bosutinib se convirtié en el cuarto TKI aprobado para la terapia de primera linea de LMC-FC.

36



1.3.3.5 Ponatinib

Los TKI de primera y segunda generacién no estan disefiados para el tratamiento de pacientes
con la presencia de la mutante BCR/ABL1™"™' (124). Ponatinib se disefi¢ para abordar este
problema especifico. A diferencia de otros TKI, el ponatinib rodea la isoleucina 315 a través
de un triple enlace carbono-carbono (125). Ponatinib se considera el TKI contra BCR/ABLT
mas potente actualmente aprobado y que presenta una vida media larga. Sin embargo, esta
potencia tiene el costo de una selectividad reducida que conduce a la inhibicién de multiples
cinasas adicionales (121). Ponatinib a una dosis inicial de 45 mg diarios se probé en LMC en
recaida/refractaria en todas las fases, asi como en leucemia linfoblastica aguda (LLA) Ph+ en
recaida/refractaria (126). Las respuestas fueron duraderas en LMC-FC, menos estables en
LMC-FA y transitorias solo en LMC-FB y LLA Ph+. Los eventos cardiovasculares surgieron con
un seguimiento mas prolongado del estudio de eficacia y seguridad de ponatinib en la
leucemia con cromosoma Filadelfia positivo (PACE) y esto condujo a la finalizaciéon prematura
de un ensayo de primera linea de fase 3 en curso (127). La toxicidad vascular se atribuyé a la
inhibicién fuera del objetivo de las cinasas del sistema vascular, como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR) y la tirosina cinasa con dominios 2 similares a inmunoglobulina y EGF (TIE2). Existe
evidencia de que la toxicidad de ponatinib depende de la dosis, y se recomiendan
reducciones de dosis una vez que se haya logrado la respuesta deseada. Los datos
presentados recientemente del ensayo aleatorizado prospectivo OPTIC mostraron que un
régimen de dosificaciéon de ponatinib ajustado a la respuesta (que comienza con 45 mg y se
reduce a 15 mg segun la respuesta) conserva la eficacia y reduce la toxicidad (128).

1.3.4 Resistencia al tratamiento

La resistencia a los TKI en LMC implica dos mecanismos fundamentalmente diferentes.
Primero, la resistencia dependiente de la cinasa BCR-ABL1 es impulsada por la reactivacion
de su actividad. Esto generalmente ocurre como resultado de mutaciones sin sentido en el
dominio de la cinasa que perjudica la unién de farmacos a través del impedimento estérico o
los cambios conformacionales, o a través de la amplificacién gendémica BCR1-ABL1 (129). El
otro mecanismo incluye alteraciones metabdlicas en la entrada del farmaco o el aumento del
flujo de farmaco. Por ejemplo, Oct-1, un transportador catiénico, se ha implicado en el
transporte transmembrana de imatinib, y la actividad o expresién reducida de esta proteina
se asocia con la resistencia a los medicamentos (130). Por el contrario, la alta expresiéon de
MDR1 se asocia con la respuesta favorable a nilotinib (131).

La resistencia a consecuencia de mutaciones en el dominio cinasa de la proteina quimerica
BCR-ABL1 resulta en la reduccién de la eficiencia de los TKI. Estas mutaciones explican la
resistencia en aproximadamente un tercio de los pacientes LMC en FC resistentes y en
aproximadamente dos tercios de los pacientes con FA 'y FB resistentes (132). Los mecanismos
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alternativos de resistencia incluyen la evolucion clonal (aberraciones cromosémicas
adicionales, ACA) y la activacion de vias independientes de BCR-ABL1. No todos los ACA
indican progresion por igual. Por lo tanto, se ha propuesto una clasificacién de riesgo
citogenético para permitir la adaptacién del tratamiento basada en el riesgo (103).

Las mutaciones de BCR-ABL1 se pueden detectar con sensibilidades de alrededor del 20%
mediante secuenciaciéon Sanger y de alrededor del 3% mediante secuenciacién de nueva
generacién (NGS, por sus siglas en inglés). La mayor sensibilidad de NGS permite la deteccién
temprana de mutaciones de BCR-ABL1 relacionadas a resistencia clinicamente relevantes, por
lo que es la tecnologia recomendada para detectar dichas mutaciones en pacientes que no
responden adecuadamente a TKI (112). Sin embargo, alrededor de dos tercios de los
pacientes con LMC en FC resistentes y en alrededor de un tercio de los pacientes en FA'y FB
resistentes, no se detecta una mutacién dejando en evidencia que se no es la Unica causa de
la resistencia (104).

La resistencia independiente de la mutacién del dominio cinasa de BCR-ABL1 también se
asocia con la presencia de mutaciones en reguladores epigenéticos tales como ASXL1,
DNMT3A, IDH1 y SETBP1 (133). De hecho, la presencia de tales mutaciones en el momento
del diagnéstico se asocia con un mayor riesgo de malos resultados en el tratamiento (134).
Ademas, tales mutaciones también estdn asociadas con la progresion a crisis blastica (135).
No estd claro exactamente cémo estas mutaciones provocan la resistencia a los TKI en la LMC,
aunque algunos estudios en leucemia mieloide aguda proporcionan evidencia de que dichas
mutaciones facilitan cierto grado de detencién en la diferenciacién en los blastos leucémicos,
lo que puede resultar en una disminucion de la sensibilidad a los TKI.

Por otro lado, en algunos pacientes la falta de respuesta puede estar relacionada con un
deficiente o intermitente apego al tratamiento, y estos pacientes deben ser interrogados
sobre su adherencia a la dosis recomendada y el programa de medicacién (103). Los factores
microambientales también desempefian un papel en la resistencia a los TKI. Las citocinas
derivadas del estroma promueven la fosforilacion de STAT3 en las células primarias de LMC,
y la activacién de STAT3 independiente de BCR-ABL1 se observa en células primarias de LMC
resistentes a TKI (136). Los niveles del factor de crecimiento placentario derivado de la médula
6sea aumentan en la LMC y promueven la proliferacién celular independientes de BCR-ABLT
(137). El factor de crecimiento de fibroblastos 2 liberado del estroma de la médula ésea
también impulsa la resistencia al imatinib a través de la activaciéon de la via de sefializacion
MAPK (138). Estas evidencias apuntan a que las células de LMC son hipersensibles a ciertos
factores derivados del microambiente que pueden conferirles resistencia a la terapia con TKI.
No obstante, son necesarios mayores estudios que revelen si estas observaciones son
resultado del tratamiento con TKls o son alteraciones gendmicas adicionales adquiridas
durante el proceso de transformacién maligna.
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2. PROPUESTA DE INVESTIGACION

2.1 Planteamiento del problema

Los cromosomas en interfase, denominados territorios cromosémicos (CTs), se organizan de
manera no aleatoria dentro del espacio nuclear tridimensional (3D), esta organizacién es
especifica de tipo celular e influye en la expresién génica y la funcién nuclear. Asi mismo, la
determinaciéon de las secuencias involucradas en una translocacion cromosdmica también se
ve influenciada por la organizacién 3D del genoma. Un ejemplo clésico que evidencia la
importancia de dicha organizacién en la formacién de translocaciones, es la t(9;22) cuya
etiologia ha sido asociada a una cercania entre las secuencias involucradas en células
hematopoyéticas. El impacto funcional de esta translocaciéon cromosémica es evidente en la
leucemia mieloide crénica (LMC), sin embargo, las consecuencias en la organizacién espacial
en interfase de los cromosomas derivativos producto de la t(9;22) dentro del nicleo ain no
han sido exploradas.

2.2 Hipétesis

La organizacién del genoma es un principio fundamental para la modulacién de las funciones
celulares, y el posicionamiento de elementos estructurales tan importantes como los CTs
dentro del nicleo no es azaroso. Por tanto, se especula que la presencia de la translocacion
cromosémica t(9;22) afectard directamente en la organizacién y topologia de los CTs
derivativos involucrados. Asi mismo, cambios en dicha organizacién y topologia seran
evidentes en las células troncales hematopoyéticas de pacientes con LMC.

2.3 Objetivo

El presente proyecto tiene como finalidad explorar los cambios en las propiedades
topoldgicas de los CTs involucrados en una translocacién cromosémica. Con este objetivo
planteamos como modelo la t(9;22) presente en la LMC para evaluar dichas propiedades en
los CTs 9y 22 asi como de los genes BCRy ABL1 los cuales estan directamente involucrados
en la translocaciéon. El abordaje de este proyecto se basa en el uso de microscopia de alta
resolucién y fluorescencia por hibridacién in situ en nicleos conservados (3D-FISH), los cuales
son metodologias que han demostrado ser una herramienta poderosa para el estudio de la
organizacion y topologia del genoma tridimensional.
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3. METODOLOGIA

3.1 Captacién de muestras

En este estudio se utilizaron muestras de MO de pacientes diagnosticados con LMC en
seguimiento clinico (rango de edad de 23 a 64 anos; mediana = 37 afios). La descripcién de
la poblaciéon de estudio captada para este estudio, asi como los criterios de inclusion y
eliminacién se describen detalladamente en el Anexo 6.1.

Los pacientes con LMC en el momento del diagnéstico (Naive) se subclasificaron como
respondedores (R) o no respondedores (No-R) segun su respuesta al tratamiento con Imatinib
(inhibidor de TKI de primera linea para el tratamiento de LMC). Asi mismo, los pacientes con
LMC que recibieron tratamiento con imatinib se subclasificaron también en subgrupos de Ry
No-R. Los criterios de respuesta que se emplearon para esta clasificacién se basaron en las
Guias de Practica Clinica en Oncologia para LMC de la Red Nacional Integral de Céncer de
Estados Unidos (NCCN, por sus siglas en inglés) (103), que se describen en el Anexo 6.2.

Por otro lado, los controles sanos incluyeron 2 muestras de MO de donadores sanos, una de
las cuales se compré a Lonza (1M-105, Lonza) y SPM de 5 donadores sanos obtenidos del
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). Los detalles sobre los pacientes y los donadores
sanos se describen en la Tabla 1. Asi mismo los criterios de inclusion, exclusién y eliminacion
de las poblaciones de estudio, se describen en el Anexo 6.1.1.

Cabe destacar que el presente estudio fue sometido y aprobado por los Comités de ética y
de investigacion del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). Protocolo autorizado
codificado como 013/030/ICI CEI/856/13 (Anexo 6.5). Todos los participantes en el presente
estudio fueron informados del mismo y firmaron carta de consentimiento informado antes de
la toma de muestra. La plantilla de las cartas de consentimiento informado para las
poblaciones de pacientes y donadores sanos se agregan en los Anexos 6.6.1 y 6.6.2. Asi
mismo, el presente estudio fue conducido de acuerdo como las guias de la Declaracién de
Helsinki.

3.2 Definicién de criterios de respuesta

Los criterios de respuesta a imatinib empleados en este estudio han sido definidos
previamente (139,140). La respuesta hematoldgica completa se definié como un recuento de
glébulos blancos inferior a 10x10° células/L, recuentos de plaquetas inferiores a 450x10?
células/L, ausencia de células inmaduras (blastos, promielocitos, mielocitos) en la sangre
periférica y desaparicién de todos los signos y sintomas relacionados a la leucemia (incluida la
esplenomegalia palpable). La respuesta citogenética se define como completa (0% t(9;22)/Ph
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negativo), parcial (1% a 35% Ph positivo), menor (36% a 65% Ph positivo) y minima (66% a 95%
Ph positivo). La remision citogenética se evalué mediante andlisis citogenético de bandas GTG
estandar en 20 metafases. La respuesta molecular mayor (RMM) se definié como una relacién
del transcrito de BCR-ABL/ABL1 inferior al 0,05% por qRT-PCR, lo que representa una
reduccién de mas de 3 log desde el valor inicial. La respuesta molecular completa se definié
como niveles indetectables de la transcripcion BCR-ABL1, lo que representa una reduccion de
al menos 4,5 logaritmos de los niveles iniciales.

La respuesta dptima al tratamiento se definié por la respuesta citogenética completa (RCC),
la respuesta subdptima al tratamiento se definié por la respuesta citogenética parcial y la
resistencia al tratamiento se definié por la respuesta citogenética minima. Solo los pacientes
con respuestas hematoldgicas, moleculares y citogenéticas dptimas con un seguimiento
minimo de 12 meses se consideraron respondedores. Los pacientes con una respuesta
suboptima y resistente después de 12 meses de seguimiento se consideraron no
respondedores (Ver Anexo 7.2).

3.3 Anélisis de cariotipo

El anélisis de cariotipo se realizd en todas las muestras de MO y SPM incluidas en este estudio.
La preparacion de cromosomas y el cariotipo se realizaron de acuerdo con métodos estandar.
Se establecio cultivo directo y a corto plazo de MO y SPM. La cosecha y el bandeo GTG se
realizaron de acuerdo con procedimientos estandar, y el cariotipo se describié de acuerdo
con las pautas del Sistema Internacional de Nomenclatura Citogendémica Humana 2020 (141).

Como parte de los criterios de inclusidn, solo las muestras con cariotipos normales se
incluyeron en la poblacién sana de MO, SPM y los pacientes que respondieron a imatinib.
Como parte de los criterios de inclusién para pacientes sin tratamiento previo, se requirié la
deteccién de t(9;22). Sin embargo, dado que el grupo TKI No-R no obtiene una respuesta
citogenética completa, las células de estos pacientes mostraron mosaicismo, pudiendo
observarse cariotipos con y sin 1(9;22). Ninguno de los pacientes incluidos mostré anomalias
cromosémicas adicionales diferentes de t(9;22) (Figura 10).

3.4 Aislamiento de células CD34 +

Es importante resaltar que en la LMC, la célula troncal hematopoyética (HSC) de largo plazo
que contiene la translocaciéon t(9;22) se ha establecido como la célula de origen mediante
estudios de clonalidad in vivo en humanos (142,143). El antigeno CD34 es uno de los
marcadores mas importante y usados para la selecciéon de las HSC humanas, y es ello que se
utilizé este antigeno como marcador para el aislamiento de estas células en particular.
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Se aislaron células troncales y progenitoras hematopoyéticas CD34 + de MO y SPM. Primero,
se separaron las células mononucleares de las muestras usando gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque (Sigma-Aldrich). Posteriormente, las células CD34 + se purificaron a partir de la
fraccién mononuclear mediante seleccién positiva utilizando microperlas recubiertas con anti-
CD34 y columnas de separacién Midi-Macs (Miltenyi, Biotec) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

3.5 Metodologia convencional de Hibridacién fluorescente in situ (FISH)

El patron de hibridacion de las sondas utilizadas en nuestro estudio se verific6 mediante FISH
convencional en preparaciones de metafase de cada una de las muestras incluidas en el
estudio. La técnica cd FISH se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Vysis
and MethaSystems Company). En la Figura 11 se muestran imagenes representativas del
pintado o tincién de cromosoma completo conocido como ‘whole chromosome painting’
(WCP, por sus siglas en inglés) para los cromosomas 9 y 22 en metafases.

3.6 FISH 3D

Las células CD34+ se colocaron en cubreobjetos (No.1.5) revestidos con poli-L-lisina y se
dejaron adherir a 37°C durante 10 min en una incubadora de CO.. Las células se fijaron en
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 min a TA y luego se lavaron tres veces en Triton X-
100 al 0,05%/1xPBS a TA (5 min cada lavado). Posteriormente, las células fijadas se incubaron
en Triton X-100 al 0,5%/1xPBS a TA durante 20 min y luego se transfirieron a glicerol al 20%/
1xPBS a TA durante al menos 1h. Los cubreobjetos se sumergieron en nitrégeno liquido
durante 30s, se dejo descongelar para después volver a sumerger en glicerol al 20%/1xPBS.
La etapa de congelacién/descongelacion se repitié cuatro veces antes de lavar las células en
Triton X-100 al 0,05%/1xPBS tres veces durante 5 min. Las células se incubaron en HCI 0,1 N
durante 10 min, se lavaron en 2xSSC durante 5 min y se trataron con RNasa A a 37°C durante
1h. Finalmente, las células se mantuvieron en formamida al 50%/2xSSC a TA durante 24 h.
Para la hibridacién, se utilizd una sonda de fusidon dual color BCR/ABL1 (Ref.30-191032 Abbott
Molecular, Vysis) y una sonda painting de cromosoma completo para el TC9 y TC22 (Ref. D-
1112-125-IR; D1113-125-IR, MetaSystems ). La etapa de desnaturalizacién se realizd a 80 °C
durante 3 min en un Hybrite Slide Stainer (Abbott Molecular) y posteriormente se incubd en
una cdmara himeda a 37°C durante la noche. Después de la incubacién, los portaobjetos se
lavaron en 2xSSC durante 10 min y 2xSSC/IGEPAL al 0,1% durante 2 min a TA, 0,4xSSC /
IGEPAL al 0,3% durante 2 min a 72 °C y 2xSSC/IGEPAL al 0,1% durante 1 min a TA. Los
portaobjetos se tifleron por contraste con DAPI (0,1 pg/ml), se incubaron durante 10 minutos
seguido de tres lavados con 1xPBS y se montaron con una solucién de fluorescencia de
antidesvanecimiento (Vectashield).
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3.7 Inmuno-FISH tridimensional

El 3D inmuno-FISH se realizé en células CD34+ humanas de MO y SPM adheridas a
portaobjetos recubiertos de poli-L lisina, como se describe en la seccion anterior. Después de
tres enjuagues en 1xPBS, las células se permeabilizaron en Triton-X-100/1xPBS al 0,4%
durante 20 min en hielo y se incubaron en solucién de bloqueo durante 1 h (2,5% de albimina
de suero bovino (BSA), 10% suero normal de cabra, Tween-20 al 0,1%). Las células se
incubaron con el anticuerpo primario H3K%ac (Abcam Cat. No. ab10812) y H3K27 me3 (Abcam
Cat. No. ab6002) durante una noche a 4°C en una cadmara himeda. Al dia siguiente, las células
se lavaron con BSA al 0,2%/Tween-20 al 0,1% /1xPBS tres veces durante 5 min a TA y
posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario ATTO 647N (Thermo Fisher, Cat.
No.15048 ) y DyLight 405 (Thermo Fisher, Cat. No.35501BID) diluido en solucién de bloqueo
durante 1Th a TA en una cdmara oscura y himeda. Los enjuagues se realizaron con Tween-20
al 0,1%/1x PBS tres veces durante 5 min con agitacion manteniendo en la oscuridad. La
postfijacion de las células se realizé con PFA al 2% durante 10 min con tres enjuagues
adicionales de 1xPBS. Las células se incubaron con RNasa A durante 1h a 37°C y se lavaron
tres veces con 1xPBS. Se realizé una etapa de permeabilizacién con Triton-X-100/HCI 0,1 M
enfriado durante 10 min en hielo. Las células y las sondas painting para el TC9 y el TC22 (Ref.
D-1112-125-IR; D1113-125-IR, MetaSystems) se desnaturalizaron simultdneamente en una
placa caliente a 80°C durante 3 min y se hibridaron durante la noche a 37°C en cdmara oscura
y himeda. Los lavados finales se realizaron tres veces en formamida al 50%/2xSSCy tres veces
en 2xSSC a 37°C durante 5 min cada uno. Finalmente, las células se montaron con 10 pl de
medio de montaje (Vectashield) y se sellaron.

3.8 Microscopia y adquisicién de imagenes

Se realizé microscopia de iluminacién estructurada tridimensional (3D-SIM) en un microscopio
Zeiss Elyra PS.1 equipado con una lente de objetivo invertido de inmersién en aceite Zeiss
Plan Apochromat 100x/1.46 usando una cédmara Andor EM-CCD. Se utilizaron laseres de
diodo a 405, 488, 561y 642 nm y los correspondientes filtros de emisién estandar. Los planos
en el eje 'z’ se adquirieron con cinco fases por plano de imagen. Los planos de las imégenes
3D-SIM se adquirieron a intervalos de 200nm para las imédgenes de TCs, 125nm para inmuno-
FISH y 85nm para los genes BCRy ABL1 y FISH cuadruple en cada nucleo, y consistieron en
60-120 cortes tomados secuencialmente. Se seleccioné un campo de visidn y los limites del
plano 'z' se definieron manualmente. Se utilizaron perlas TetraSpeck (200 nm) (T7280, Thermo
Fisher Scientific) para calibrar los pardmetros de alineacién entre los diferentes canales. El
tamano de pixel lateral, Dx y Dy, fue de 79 nm en las imagenes grabadas y de 40 nm en la
imagen reconstruida. La reconstrucciéon computacional de imégenes para ELYRA PS.1 se
realizé utilizando funciones de transferencia éptica tedricas (OTF) y el algoritmo Zeiss (ZEN
Black).
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3.9 Anélisis de imagenes

La reconstruccion y el analisis de imagenes tridimensionales se realizaron con el software
Imaris (Version 9.1.2, Bitplane). Para el anélisis se utilizé la imagen en 3D completa y se estudio
un minimo de 25 células por sujeto. Para todas las imagenes analizadas, se utilizé un filtro de
sustraccion de fondo, aplicando un filtro gaussiano para definir el fondo en cada véxel y
realizando una sustraccién de linea base de este fondo variable. La segmentacién de los
compartimentos de los TCs se llevé a cabo en cada conjunto de imagenes 3D que representa
los canales de cada color para los TCs hibridados y se identificaron automaticamente. Todas
las intensidades de voxel por debajo de un umbral establecido automaticamente se
establecieron en cero. Con un procedimiento iterativo, se estimé un valor de umbral para cada
conjunto de datos de imégenes 3D de los TCs. El tamafio y la forma de la superficie generada
fueron un mapa directo de la distribucién de intensidad del marcado de la sonda dentro del
nucleo detectado por Imaris. El procedimiento de segmentacién se supervisé fusionando el
contorno del objeto segmentado con el objeto original. Cualquier ajuste a la forma de la
superficie se realizd alterando el tamafno de la superficie para reducir el ruido de fondo
alrededor de la periferia durante la deteccién en lugar de encoger o expandir manualmente
el modelo 3D. Esto resulté en el mejor enmascaramiento 3D para el nicleo, los cromosomas
y los genes, que es fundamental para la cuantificacién de los pardmetros estudiados.

3.9.1 Definicién de compartimientos en CTs

La reconstruccién 3D generada utilizando los pardmetros antes mencionados se aplicé para la
identificacién del compartimento. Para identificar un compartimento separado, demostramos
visualmente la disposiciéon polarizada de los compartimentos. Calculamos el indice de
polarizacién para los compartimentos definidos de la siguiente manera:

[-5) (-5

donde VA y VB son los volimenes de los compartimentos y VS es el volumen compartido
entre ellos (4). Solo los compartimentos con un indice de polarizaciéon de 1, lo que significa
una desconexién completa entre ellos, se consideraron y contaron como compartimentos
separados.

3.9.2 Volumen de los CTs

El volumen absoluto de cada CT se calculé sumando el nimero de véxel dentro de la imagen
segmentada en 3D. El volumen cromosémico normalizado se calculé dividiendo el volumen
cromosémico absoluto por el volumen nuclear absoluto (ver Figura 13).
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3.9.3 Factor de descompactacién de cromatina (CDF)

Para estimar el factor de descompactacién cromosdmica, obtuvimos la longitud de secuencia
para los cromosomas 9 y 22 de la base de datos de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid9606[orgn]). El factor de descompactacion
INormV qq
Ler (Mbp
normalizado y Lcr es la longitud del cromosoma en Mbp (144). Consultar Figura 17A.

x 10*, donde Norm_Vcr es el volumen cromosdmico

cromosémica se definid como

3.9.4 Cuantificacién de la ocupacién de las MPTs histonas en TCs

Se utilizaron imagenes SIM en serie del 3D immuno-FISH para reconstrucciones 3D vy la
cuantificacion de MPH de histonas. Para la estimacion del umbral, se tomd en cuenta el
conjunto de imagenes seriales para cada canal, se seleccioné un pequefio volumen 3D
separado del drea fuera del nucleo. La intensidad media de este "sub-conjunto de fondo" se
calculd y se utilizd como linea de base para calcular el umbral. La cuantificaciéon de la
intensidad media del voxel se midié con el software Imaris seleccionando el area del TC
utilizando la herramienta ‘Surfaces’ y extrayendo la informacion de fluorescencia. El anélisis de
la intensidad de la sefial frente al TC tridimensional se realizé midiendo el valor de gris medio
en una region de interés (ROI) en cada conjunto de imagenes. Para la cuantificacion de las
sefiales superpuestas relativas, se cred un canal de colocalizaciéon y se realizé el andlisis en
todas las series 6pticas en ‘z'. Los niveles relativos de H3K?ac y H3K27me3 se calcularon como
una relacién de la suma de intensidad en el canal del anticuerpo sobre la del canal de tincién
del DNA, tanto para CT9 (canal verde) como para CT22 (canal naranja).

3.9.5 Definicién de distancia minima

Los centros de gravedad de los CTs, es decir el punto central de cada compartimiento de los
territorios tomando en cuenta su tridimensionalidad, se determinaron automaticamente con
el software Imaris, y estos centros se utilizaron para estimar las distancias entre cada
compartimento de CT y la sefial de locus de los genes. Las distancias més cortas se definieron
después de medir todas las distancias entre los compartimentos identificados y el locus del
alelo. Sélo se informaron las distancias minimas entre los CTs heterélogos y entre los genes
BCRy ABL1. Se debe tener en cuenta que se consideraron las distancias entre los genes que
forman la fusion BA. Consultar la Figura 20A-B.

3.9.6 Posicién radial relativa

La posicién radial relativa se midié desde el centro de gravedad del nicleo, que se definié
como 0, y la distancia entre 0 y cada sefal alélica; los centros de gravedad del CT se definié
como ra. La relacion nuclear (rs) se definié como la distancia entre O y la periferia nuclear (1)
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que pasa por el centro de la sefial. La posicion radial relativa (r) con respecto al centro nuclear
se calculé como una fraccién de rs (r=ra/rs). Consultar la Figura 21A-B.

3.9.7 Determinacién de la ubicacién de los genes dentro de su respectivo TC

Se calcul6 la colocalizacion de la sefial como un determinante del posicionamiento del gen
dentro de su TC. En este sentido, el software cuantificd6 el nimero de védxeles
correspondientes al locus del gen, que se superpusieron con su respectivo TC. Cuando el nivel
de colocalizacién fue inferior al 50%, la ubicacién entre el locus del gen y el borde del TC se
consideré fuera del TC. Por el contrario, si el nivel de colocalizacion entre el locus génico y el
TC era superior al 50%, la ubicacién entre este locus génico y el TC se consideraba dentro del
territorio.

3.10 Anélisis estadistico

El anélisis estadistico se realizé6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Un valor de p de 0,01-
0,05 se considerd significativo (*), los valores de p de 0,001-0,01 se consideraron muy
significativos (**) y los valores de p <0,001 se consideraron extremadamente significativos (***,
****). Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism 7.0.
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4. RESULTADOS

Reconstruccién 3D a partir de imagenes 3D-SIM revelan que los CTs 9 y 22 se
encuentran disociados en pacientes LMC que no responden al tratamiento con
TKI

Utilizamos la tecnologia de 3D-SIM para el andlisis de CT9 y CT22 en células CD34+ aisladas
de médula 6sea (BM, por sus siglas en inglés) (h=2) o sangre periférica movilizada (MPB, por
sus siglas en inglés) (n=5) de donantes sanos o pacientes con LMC que no habian recibido
tratamiento previo tratamiento (n=10) y tratados con inhibidores de la cinasa de tirosina
(n=10). Los pacientes con LMC se subclasificaron segin su respuesta o falta de respuesta al
tratamiento de primera linea con TKI (imatinib), lo que dio lugar a 4 grupos de pacientes con
LMC: 1) pacientes sin tratamiento previo (Naive, por su especificacion en inglés) que
respondieron a los inhibidores de cinasa de tirosina después de ser tratados (Naive-R); 2)
pacientes sin tratamiento previo que no respondieron a su tratamiento posterior con TKI
(Naive non-R); 3) pacientes que recibieron TKI y respondieron (TKI-R); y 4) pacientes que
recibieron TKI y no respondieron (TKI non-R) (Figura 7). Los criterios de respuesta utilizados
en este estudio se definieron de acuerdo con las pautas de practica clinica en oncologia para
la LMC de la Red Nacional Integral de Cancer (NCCN, por sus siglas en inglés) (103).

Healthy Donors CML Patients Figura 7. Se invité a pacientes con LMC a participar en este
BM N?_')Ve LK)' estudio al momento del diagnéstico (sin tratamiento previo o

Naive) y se clasificaron como respondedores (R) o no

respondedores (no R) segln su respuesta posterior al

tratamiento de primera linea con TKI. Se estudié otro

n=5 n=5 subconjunto de pacientes después del tratamiento con TKl y se

- Naive . clasific6 como R y no R (ver Tabla 1). Las células CD34+

Moggzed o *) analizadas se aislaron de muestras de médula dsea (BM) de los

() pacientes con LMC. Asimismo, se utilizaron como controles

muestras de MO y sangre periférica movilizada (MPB) de
donantes sanos.

Responders

n=2

Nonresponders

n=5 n=5 n=5

Se evaluaron las respuestas hematoldgicas, moleculares y citogenéticas de cada uno de los
pacientes incluidos en el estudio. Los detalles sobre las caracteristicas demograficas y de la
enfermedad de todos los pacientes se resumen en la Tabla 1. Las muestras se procesaron para
3D-FISH vy la reconstruccién 3D se realizé utilizando iméagenes SIM. Para cada célula CD34+
adquirida, se realizé una reconstruccion 3D-FISH para los genes ABLTy BCR en los ejes x, y,
x, z (Figura 8A), asi como una reconstruccién 3D-FISH para las sondas de cromosoma completo
de CT9 y CT22 en los ejes x,y y x,z (Figura 8B).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y basales de los pacientes con LMC y de los donantes sanos
incluidos en el estudio

Edad al Cariotipo al EEpmcolt Edad al Tratamnelnto ud T“".‘P? ¢
enfermedad al . previo al seguimiento
Clave de momento de momento de la momento del  indice Sokal de N o . Estado
Grupo o ... .. Género momento de la ; a 0 de la pués del
identificacién la toma de toma de diagnéstico riesgo - q actual
~ toma de ~ toma de diagnéstico
muestra (anos) muestra (anos)
muestra muestra (meses)
Healthy BM HBM-1 F 33 46,XX[20]
Médula ésea sana
HBM-2* M 25 No performed
MPB-1 M 33 46,XY[20]
MPB MPB-2 M 46 46,XY[20]
Sangre periférica MPB-3 F 29 46,XX[20]
movilizada (MPB) MPB-4 M 27 46,XY120]
MPB-5 F 38 46,XX[20]
Naive-R CML-1 M 34 46,XY,4(9;22)[20] cP 34 Bajo 0 47 Vivo
e cML2 M 25 46,XY,1(9;22)120] cp 25 Alto 0 39 Vivo
momento del
diagnéstico y que CML-3 M 47 46,XY,1(9;22)[20] CP 47 Alto 0 36 Vivo
[PESEUEIS CML-4 M 30 26,XY,4(9;22)[20] cP 30 Alto 0 32 Vivo
respondieron a TKI
Imatinib CML-5 F 23 46,XX,1(9;22)20] CcP 23 Alto 0 3 Vivo
Naive Non-R CML-6 M 34 46,XY,4(9:22)[20] cP 34 Alto 0 32 Muerte
el CML-7 F 47 46,XX(9:22)(20] cp 47 Alto 0 30 Muerte
momento del
diagnéstico y que CML-8 F 27 46,XX,1(9;22)20] AP 27 Alto 0 28 Muerte
[FEEEh I cML9 M 64 46,XY,4(9;22)120] cp 64 Alto 0 15 Vive
NO respondieron a
TKI Imatinib CML-10 M 44 46,XY,1(9;22)[20] CP 44 Alto 0 29 Vivo
TKI-R CML-11 F 48 46,XX[20] DFS 36 Bajo Imatinib 204 Vivo
Pacientes LMC en CML-12 M 26 46,XY[20] DFS 20 Bajo Imatinib 132 Vivo
tratamiento que CML-13 M 54 46,XY[15) DFS 4 Alto Imatinib 204 Vivo
han respondido
favorablemente al CML-14 M 35 46,XY[20] DFS 23 Alto Imatinib 186 Vivo
Elarn CML-15 F 49 46,XX[20] DFS 43 Bajo Imatinib 108 Vivo
46,XY1(9;22)[2)/ Resistencia a . Imatinib
CML-16 M 39 46.XY(18] TKI 37 Bajo Nilotinib 32 Vivo
TKI Non-R 46,XY,1(9;22)[5)/ | Resistencia a . Imatinib
Pacientes LMC con CML-17 M 36 46.XY(10] TKI 31 Bajo Dasatinib 86 Muerte
resistencia al .
tratamiento, es CML-18 M 35 46 XYN5:22)03 | Resistencia a 34 Alto Imatinib 31 Muerte
X 46,XY[11] TKI Dasatinib
decir, NO han
respondido al TKI . 46, XY1(9;22)[2)/ | Resistencia a . Imatinib
Imatinib MLt M 3 46,XY[16] TKI 32 Bajo Nilotinib 9% Vivo
46, XY1(9;22)[1)/ | Resistencia a . Imatinib
CML-20 F 42 46.XY(19] TKI a1 Bajo Nilotinib 29 Vivo

Abreviaturas: Healthy BM, médula 6sea sana; MPB, sangre periférica movilizada; CML, leucemia mieloide crénica;
TKI, inhibidor de cinasa de tirosina; R, respondedores; Non-R, sin respondedores; F, mujer; M, hombre; CP, fase
cronica; AP, fase acelerada; SLE, supervivencia libre de enfermedad.

* Se adquirieron muestras de BM frescas y saludables de Lonza (1M-105, Lonza).

¥ El indice Sokal se basa en la edad del paciente, el tamafio del bazo en el examen clinico, el recuento de
plaquetas y el porcentaje de blastos en sangre periférica.
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Figura 8. Imagenes representativas de SIM y sus respectivas reconstrucciones tridimensionales. (A) 3D-FISH para
los genes BCR (sefial verde) y ABLT (sefial naranja). La imagen muestra una seccién transversal media
representativa (ejes x,y) de la captura 3D SIM (i) y su respectiva reconstruccion 3D (i) de células CD34+ de un
donante sano. Se muestra la seccién transversal ortogonal a través de toda la pila de imagenes en 3D (ejes x,2)
(iii) y su reconstruccion en 3D (iv) de la misma célula. Es importante resaltar que solo 3 de los 4 loci esperados en
una célula sana son visibles en (i), y dado que la cuarta sefal esta localizada en otro plano, solo se observa en la
reconstruccién 3D (i) y la vista axial x,z (i y iv). Los nlcleos se contratifieron con DAPI (azul). (B) FISH
tridimensional para los territorios cromosémicos (CT) 9 y 22. Seccién transversal media representativa (ejes x,y)
de unaimagen 3D SIM (i) y su respectiva reconstruccién 3D (i) de un nicleo correspondiente a una célula CD34+
en interfase, mostrando CT9 (verde) y CT22 (naranja). Seccién transversal ortogonal a través de toda la pila de
imégenes 3D (ejes x z) del mismo nucleo celular (iii) y su respectiva reconstruccién 3D (iv). Los nucleos se
contratifieron con DAPI (azul).

El 3D-FISH especifico de locus para BCRy ABLT mostré la translocacion t(9;22) esperada en
los pacientes con LMC sin tratamiento previo, asi como en los pacientes con LMC non-R con
TKI (Figura 9A). Después de analizar las reconstrucciones 3D para CT9 y CT22, observamos
una cantidad diferencial de compartimentos de cromatina por cada CT (Figura 9B); en
particular, los pacientes non-R mostraron un patrén de compartimentacién de CTs que
aparentemente se vio alterado en comparacion con los controles sanos. Cabe destacar que
no se observaron alteraciones en los cromosomas en metafase de pacientes con LMC
analizados por cariotipo convencional (Figura 10) y tampoco se observd ningin patrén
alterado en la hibridacién con FISH convencional de los cromosomas 9 y 22 en metafase
(Figura 11), lo que indica que los reordenamientos topoldgicos aparecen exclusivamente
durante la interfase.
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Figura 9. Anélisis de imégenes 3D-SIM para el estudio de territorios cromosémicos en CML revelan una cantidad
diferencial de compartimientos por CT. (A) Imagenes representativas de SIM y reconstruccién 3D de células
CD34 + a partir de 3D-FISH de locus especificos para los genes BCR (verde) y ABLT (naranja). Es importante
sefalar que la translocacion t(9;22), que fusiona los genes BCRy ABL1, esta presente en células de pacientes con
LMC sin tratamiento previo y en las muestras de pacientes TKI non-R (circulos punteados). Los nucleos se
contratiferon con DAPI (blanco). (B) Imagenes representativas de SIM y reconstrucciéon 3D de células CD34+ a
partir de 3D-FISH para cromosoma completo CT9 (verde) y CT22 (naranja). Tenga en cuenta que los CTs aparecen
alterados en los grupos Naive non-Ry TKI non-R, en marcado contraste con las células CD34+ de donantes sanos
y los grupos Ry Naive TKI-R. Los ntcleos se contratifieron con DAPI (blanco). Las barras de escala representan 1
pm.

Al cuantificar el ndmero de compartimentos por CT, encontramos que variaban
sustancialmente entre los grupos y que se identificaban en patrones distintos que llamamos
"variantes de CTs". En este sentido, un CT se consideré "disociado" cuando estaba
compartimentado en mas de 5 compartimentos. Por lo tanto, se distinguieron un total de 14
variantes de CT distintas, que abarcan al menos 2 categorias: CT no interrumpidos (variantes
1-10) y CT interrumpidos (variantes 11-14) (Figura 12A).
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Figura 10. Cariotipos de bandas G representativos de la médula ésea de los pacientes incluidos en el estudio.
(A) Cariotipo femenino normal (46,XX) de MO de un donante sano. (B) Cariotipo masculino normal (46,XY) en
MPB de un donante sano. (C) Cariotipo anormal 46,XY,(9;22) de MO de un paciente con LMC sin tratamiento
previo al momento del diagnéstico. Este paciente respondié posteriormente al tratamiento de primera linea con
TKI. (D) Cariotipo anormal 46,XY,t(%;22) de MO de un paciente con LMC sin tratamiento previo al momento del
diagndstico. Este paciente no respondié posteriormente al tratamiento de primera linea con TKI. (E) Cariotipo
masculino normal (46,XY) de MO de un paciente con LMC con respuesta citogenética completa que ya no
presenta translocacién cromosémica t(9;22) tras recibir tratamiento con TKI. (F) Cariotipo anormal 46,XY,t(9;22)
de MO de un paciente con LMC que, tras recibir tratamiento de primera linea con TKI, no presenté respuesta
citogenética completa. Los cromosomas derivativos en todos los casos se indican con una punta de flecha.
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Figura 11. Metafases representativas de la poblaciéon de estudio que muestran la tincién para cromosoma
completo correspondientes a los cromosomas (Chrs) 9 (sefial verde) y 22 (sefial naranja), hibridados
simultdneamente mediante la técnica convencional de FISH. (A) Localizacién de sefiales FISH normales de los
Chrs 9 y 22 en una metafase de BM de un donante sano. (B) Localizacién de sefiales FISH normales de los Chrs
9y 22 en una metafase MPB de un donante sano. (C) Localizacién de sefiales FISH en los Chrs derivativos 9 y 22
originados a partir de la t(9;22) (indicados con flechas) en la BM de un paciente sin tratamiento previo. Este
paciente respondié posteriormente al tratamiento de primera linea con TKI. (D) Localizacién de sefiales FISH en
los Chrs derivativos 9 y 22 originados a partir de la t(9;22) (indicados con flechas) en la BM de un paciente sin
tratamiento previo. Este paciente no respondié posteriormente al tratamiento de primera linea con TKI. (E)
Localizacion de sefiales FISH normales en los Chrs 9 y 22 en la BM de un paciente con LMC con una respuesta
citogenética completa que ya no presenta la t(9;22) después del tratamiento con TKI. (F) Localizacién de sefiales
FISH en los Chrs derivativos 9 y 22 originados a partir de la 1(?;22) (indicados con flechas) en la BM de un paciente
con LMC que, después de recibir tratamiento de primera linea con TKI, no presenté una respuesta citogenética
completa y todavia presenta la t(9;22) después del tratamiento con TKI. La contra-tincién con DAPI se convirtié
en escala de grises para simular un patrén de bandas G.
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El patréon mas comun en los grupos sanos y en los pacientes con LMC respondedores fue la
variante 1, caracterizada por la presencia de dos compartimentos tanto para CT9 como para
CT22. Las variantes 2, 3 y 4 fueron comunes en muestras sanas y se caracterizaron por la
coalescencia de CT9 o CT22 en un solo compartimento sin separacién distinguible. Las
variantes 5-10 (excepto la variante 7) mostraron CT9 o CT22 con 2 o mas compartimentos,
pero no mas de 4 compartimentos. En marcado contraste, las TC en los pacientes que no
respondieron a la LMC exhibieron una mayor variabilidad de las variantes y mostraron
sorprendentemente una alta proporcién de ‘variantes disociadas’ (variantes 11-14) (Figura
12B). Esta variabilidad en la organizacion de CT9 y CT22 es un indicativo de heterogeneidad
a nivel unicelular, posiblemente explicada por la variacion intrinseca de las subpoblaciones de
células CD34+, pero también un reflejo de los cambios funcionales en la arquitectura del
genoma en interfase relacionados con el control de la expresién génica. A su vez, la alteracion
de los CTs revela cémo los mecanismos que mantienen la estructura de la cromatina estan
desregulados en la LMC.
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Figura 12. La disociacién de los CTs se correlaciona con la ausencia de respuesta a los TKIs. (A) Reconstrucciones
3D representativas que muestran las diferentes variantes de CT identificadas en células CD34+. Las variantes de
CTs se numeraron del 1 al 14 de acuerdo con las diferentes combinaciones de compartimentos de CTs
identificados. Las células se clasificaron segun el nimero de compartimentos identificados en 'CT no disociados’
(variantes 1-10) o 'CTs disociados' (variantes 11-14) cuando se identificaron 5 o mas compartimentos de CT9 y/o
CT22. El nimero total de compartimentos por CT se indica entre paréntesis. (B) Distribucién de las variantes de
CT por grupo. Es destacable que los grupos no respondedores a TKI tienen una gran proporcién de variantes de
CTs disociados.
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Ademas, cuantificamos el nimero de células con regiones sobrelapadas (‘intermingling’ es el
término designado en inglés) entre CTs heterdlogos, independientemente del nimero de
compartimentos identificados (Figura 13A). Como era de esperar, los grupos con translocacién
1(9;22) mostraron un alto porcentaje de entremezclado entre sus CTs, particularmente en los
grupos non-R, en comparacién con los grupos sin translocacién cromosémica (Figura 13B). Es
de destacar que el porcentaje de células con CT entremezclados fue mayor en los pacientes
con TKI-R que en los controles sanos, a pesar de la ausencia de la translocacién t(9;22). Dada
la asociacion entre la proximidad espacial de los CTs y la probabilidad cada vez mayor de
participar en una translocacién cromosémica, la proporciéon elevada de CT entremezcladas en
el grupo TKI-R sugiere una caracteristica topolégica que puede predisponer a los pacientes a
la formacion t(9;22).
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Figura 13. (A) Izquierda. Reconstruccién 3D representativa que muestra una célula con CTs heterélogos
completamente separados (no sobrelapados). Derecha. Reconstrucciéon 3D representativa que muestra una
célula con un sobrelapamiento entre CTs heterélogos (sobrelapados). (B) Proporciéon de sobrelapamiento entre
los CTs heterélogos en cada grupo. La mayor proporcién de células con sobrelapamiento entre CTs se muestra
en los grupos con la translocacién t(9;22).

La disociacién de los CTs correlaciona con un aumento en los volimenes,
extensas regiones de sobrelapamiento y un aumento en la descompactacién de
la cromatina.

Dados los niveles de disociacion de los CTs en los grupos no respondedores al tratamiento
con TKI, decidimos explorar si estos cambios se reflejaban en los volimenes de CT9 y CT22.

54



Para evitar artefactos derivados de la variacion del tamafio de los nlcleos, normalizamos los
volimenes de cada CT en referencia a sus respectivos nucleos (Figura 14).

Normalizacion del volumen de los CTs

Norm Vqo=

Vol.
Nuclear

+ &8 CT22 (b)
e Vol.

x 100

Vol.
Nuclear

Figura 14. Imagen representativa que muestra la reconstruccion 3D de una célula CD34 + y sus respectivos CTs
a partir de los cuales se realizaron célculos de volumen y normalizaciones posteriores. lzquierda; La
reconstruccion muestra dos compartimentos reconocibles para CT9 (verde, CT9 (a) y CT9 (b)) y dos
compartimentos reconocibles para CT22 (naranja, CT22 (a) y CT22 (b)). Derecha; Esquemas que muestran cémo
se normalizaron los volimenes de CT9 y CT22. El volumen de los compartimentos reconocibles de CTs (CT9 o
CT22) se dividi6 por el volumen nuclear de la célula y se multiplicé por 100.

Después de calcular los volimenes nucleares de las células CD34+ de todos los grupos,
observamos los nlcleos mas grandes en el grupo Naive non-R y los niicleos més pequefios en
el grupo MPB (Figura 15A). Después de la normalizacién de cada uno de los CTs, observamos
claras diferencias entre los pacientes con LMC; en particular, las poblaciones Non-R mostraron
los voliumenes mas grandes tanto para CT9 (Figura 15B) como para CT22 (Figura 15C).
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Figura 15. Volumen nuclear y volumen normalizado para los CTs. (A) Distribucién del volumen nuclear entre los
grupos de estudio. (B) Comparacién de los volimenes normalizados del CT9 entre los grupos de estudio. (C)
Comparacién de los volimenes normalizados del CT22 entre los grupos de estudio.
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Asi mismo, se calculé el volumen de las regiones sobrelapadas entre los CTs heterdlogos
(Figura 16A), y el grupo Naive non-R mostré el mayor volumen de sobrelapamiento (Figura
16B). Curiosamente, en algunas células del grupo TKI-R, el volumen de sobrelapamiento fue
similar a los volimenes observados en los pacientes con LMC que presentan la t(9;22).

(A)

Normalizacién del volumen sobrelapamiento Figura 16. El volumen de sobrelapamiento
entre CTs heterdlogos

entre CTs heter6logos muestra diferencias
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© s .
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Para evaluar la superposicién entre CTs, calculamos la proporcién de la regién sobrelapada
para cada CT (Figura 17A). De este modo, determinamos el porcentaje de CT9 que se
superpone con CT22 (Figura 17B) y el porcentaje de CT22 que se superpone con CT9 (Figura
17C). Como observamos en el andlisis de sobrelapamiento, la mayor proporcion de
superposicion tanto para CT9 como para CT22 se produjo en el grupo sin tratamiento previo
que no respondién al tratamiento, Naive Non-R, seguido del grupo sin tratamiento que
respondié posteriormente al tratamiento (Naive R), y ambos CTs mostraron porcentajes de
superposicion similares.
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Figura 17. Anélisis de
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Utilizando el factor de descompacciéon de cromatina (CDF), definido como el volumen
normalizado de 1 mega par de bases (Mbp) de la secuencia de DNA (144) (Figura 18A),
encontramos que CT22 estaba méas descompactado que CT9 en todos los grupos, y el CDF
méaximo tanto para CT9 como CT22 se observaron en las poblaciones que no respondieron al
tratamiento (Naive Non-R y TKI Non-R) (Figura 18B). El analisis de CDF del volumen nuclear
total mostré que MPB fue el grupo con la menor descompaccién, mientras que las células de

la poblacién Naive Non-R se observan mas descompactadas que las células de la ponlacién
Naive R (Figura 18C). Estos resultados sugieren que la disociacién de los CTs observada en
los grupos de pacientes no respondedores se asocia con un aumento en el volumen de los
CTsy un alto grado de descompaccién de la cromatina, particularmente en el CT22.
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Figura 18. El factor de
descompatacién de la cromatina
(CDF) muestra diferencias
significativas en los niveles de
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Las MPTs de histonas se distribuyen diferencialmente en los CTs y en el nicleo
de las poblaciones Naive-R y Naive Non-R

Las MPTs de histonas son preponderantes en los diferentes estados de compactacién y
activacion de la cromatina, que en Ultima instancia determinan la formacién de los TADs y los
compartimentos de CTs. Dadas las diferencias en la descompactacién (CDF) de los CTs
observadas entre los grupos de LMC, decidimos evaluar si las MPTs de histonas estan
asociadas con estos cambios. Por lo tanto, mediante el uso de inmuno-FISH 3D, cuantificamos
la presencia de H3K%ac y H3K27me3, que se consideran marcas de cromatina abierta y
cerrada respectivamente{Citation}, en CT9, CT22 (Figura 19A) y en todo el nucleo (Figura 20A).
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Figura 19. Anélisis de la presencia de MPTs de histonas en los TCs 9 y 22. (A) Imégenes 3D-SIM representativas
de inmuno-fluorescencia y 3D-FISH simultdneos en células CD34+ de un paciente con LMC Naive que no
respondié al tratamiento subsecuente. Las imdgenes muestran una tincién de cromosoma completo para CT9
(verde) y CT22 (naranja) combinada con inmuno-fluorescencia para las marcas de histonas H3K9ac (magenta) y
H3K27me3 (cian). Los bordes de cada TC se representan con contornos de puntos. Barra de escala: 2 pm. (B)
Comparacién de la intensidad de fluorescencia relativa (FI) de H3K%ac en CT22 entre grupos. Los graficos de
barras muestran la relacién de sefial promedio H3K%ac / CT22. (Pie de figura continua en la siguiente pagina).
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(C) Comparacion de la intensidad de fluorescencia relativa (FI) de H3K27me3 en CT22 entre grupos. Los graficos
de barras muestran la relacion de sefial promedio H3K27me3 / CT22. (D) Comparacién de la intensidad de
fluorescencia relativa (FI) de H3K%ac en CT? entre grupos. Los gréficos de barras muestran la relacion de sefal
promedio H3K%ac / CT9. (E) Comparacion de la intensidad de fluorescencia relativa (FI) de H3K27me3 en CT9
entre grupos. Los graficos de barras muestran la relacion de sefial promedio H3K27me3 / CT9.

Para el grupo Naive Non-R, observamos que el CT22 mostré niveles altos de H3K%ac (Figura
19B) y niveles reducidos de H3K27me3 (Figura 19C). Curiosamente, el andlisis de ocupacién
de histonas de CT9 mostré el resultado opuesto: el porcentaje de ocupacién de H3K%ac en
CT9 fue significativamente bajo (Figura 19D), y H3K27me3 se incrementd en el grupo Naive
Non-R (Figura 19E). Asimismo, analizamos més a fondo la presencia de estas marcas de
histonas dentro de todo el nucleo de las células CD34+, encontrando los niveles mas altos de
H3K%ac y H3K27me3 en el nicleo de los grupos TKI Non-R y Naive R respectivamente (Figura
20A-C).

En conjunto, nos resulta interesante destacar el caso del CT22 de la poblacién Naive Non-R,
en el que el aumento significativo del enriquecimiento de la marca de cromatina abierta,
H3K%ac, coincide con su aumento significativo de volumen y CDF en comparacién con los
otros grupos de estudio. Esta observacion sugiere una asociacion directa, pero dada la
complejidad de la dindmica de la cromatina, son necesarios anélisis complementarios para
determinar esta asociacién sugerente.

Finalmente, nuestros resultados exponen que ademas de las evidentes diferencias entre los
grupos de estudio observadas al comparar el enriquecimiento de las MPT de histonas entre
CTs y nucleos, nuestros datos también muestran diferencias intrinsecas al comparar estos
elementos dentro de una misma poblacién.
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Figura 20. La ocupacién de marcas de histonas nucleares muestra diferencias notables entre los pacientes LMC
Naive con respuesta favorable comparados con los pacientes LMC Naive sin respuesta al tratamiento. (A)
Imégenes 3D-SIM representativas de células CD34+ que muestran marcas de histonas H3K%ac (magenta) y
H3K27me3 (cian) en un solo plano. Barra de escala: 1 um. (B) Intensidad de fluorescencia relativa (FI) de H3K%ac
en el nicleo completo de células CD34+, se muestra la comparacion entre grupos. Los gréficos de barras
muestran la relacion de sefial H3K9%ac/nucleo promedio. (C) Intensidad de fluorescencia relativa (Fl) de
H3K27me3 en el nicleo completo de células CD34+, se muestra la comparacion entre grupos. Los graficos de
barras muestran la relacién de sefial H3K27me3/nlcleo promedio.
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Las distancias minimas entre CTs heterélogos correlacionan con el grado de
sobrelapamiento

Para investigar la correlacion entre la distancia de BCR 'y ABL1 o los CT heterélogos y sus
regiones entremezcladas, medimos las distancias minimas entre los genes BCR y ABLIT,
considerando las distancias entre los genes que forman la fusion BCR-ABL (fusion BA) en los
grupos con la presencia de t(9;22) (Figura 21A), asi como entre CT9 y CT22 (Figura 21B). Los
CT con un patrén disociado no se consideraron en este andlisis ya que su variabilidad
introduciria un sesgo en el analisis. Los grupos sanos mostraron las distancias minimas mas
largas en ambas mediciones, entre genes (Figura 21C) y entre CTs heterdlogos (Figura 21D).
Ademas, la distancia minima mas corta en ambos casos se observé en los grupos Naive, donde
estaba presente la translocacion t(9;22). Estas observaciones respaldan la nocién de que
cuanto mas corta es la distancia entre los CTs, mayor es su regién de entremezclado y
viceversa. Ademas, observamos una reduccién significativa en las distancias minimas entre los
genes BCRy ABL1 en el grupo TKI-R pero no entre los CTs en comparacién con los controles
sanos. Estos resultados sugieren una mayor probabilidad de ocurrencia de translocacién en el
grupo TKI-R en comparacién con los grupos sanos, ya que los CTs heterélogos y los genes
BCR y ABL1 permanecen en una proximidad significativa a pesar de que la translocacion
1(9;22) ya no esta presente.
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Figura 21. Las distancias minimas entre los genes y CTs se presentan en las poblaciones de pacientes Naive.
(Pie de figura continua en la siguiente pagina).
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Figura 21. (A) Distancias minimas entre los genes BCR y ABL1T. Reconstruccién 3D representativa que
muestra como se obtuvieron las distancias entre el centro de las sefiales de la sonda génica. La distancia
minima se definid como la distancia méas corta entre las sefales de la sonda BCR y ABLT (marcadas
numéricamente en la imagen), en este ejemplo, las sefiales ABL1 (1) y BCR (2) son las mas cercanas. (B)
Distancias minimas entre CT9 y CT22. Reconstruccién 3D representativa que muestra cdmo se obtuvieron
las distancias entre el centro de los TCs. La distancia minima se definié como la distancia méas corta entre
los CTs heterélogos 9 y 22. En la imagen, cada uno de los CTs estd numerado y CT22 (1) y CT9 (2) se
ejemplifican como los CTs heterélogos mas cercanos. (C) Comparacién de las distancias minimas entre los
genes BCRy ABL1 entre grupos. (D) Comparacién de las distancias minimas entre CT9 y CT22 entre grupos.

La posicién nuclear de CT9 y CT22 no cambia cuando estd presente la
translocacién t(9;22)

Se analizaron las posiciones radiales relativas de ABL1, BCRYy el gen de fusién BA (Figura 22A),
asi como la posicién radial relativa de cada CT (no se consideraron los CTs disociados) (Figura
22B), para determinar si los cambios en el volumen de los CTs y la compartimentacion afectaria
el posicionamiento nuclear de los genes BCRy ABL1, asi como sus CTs.

Cuando comparamos las posiciones radiales relativas de BCRy ABLT por grupo (Figura 22C),
observamos en el grupo MPB que el gen ABLT se posiciond significativamente mas hacia la
periferia nuclear que BCR. Ademés, observamos que el gen ABL1 de los grupos de MO sanos
y TKI-R estaba posicionado hacia el centro nuclear en comparacién con el de los grupos MPB,
naive-R y naive non-R. Sin embargo, la posicién de los alelos BCR mostré diferencias solo entre
los grupos MPB y naive-R y se ubicé més hacia la periferia en el Gltimo grupo.

La posicion de la fusion BA se compard entre los grupos con la translocacion t(9;22).
Curiosamente, la posicién de la fusiéon diferia significativamente entre todos los grupos
analizados. La fusion BA se ubicé mas periféricamente en el grupo TKI non-R (Figura 22C),
mientras que tendié a ubicarse mas en el centro nuclear en el grupo no R ingenuo. Dado que
en varios estudios se ha identificado una correlacién entre los niveles de expresion génicay la
posicion radial relativa nuclear, la posicién distintiva de la fusién BA en el grupo TKI no R
podria indicar tal asociacién.

La comparaciéon de la posicion radial relativa de los CTs mostrd que CT9 tendia a ubicarse més
hacia la periferia nuclear que CT22 (Figura 22D). Curiosamente, para ambos grupos de LMC
no respondedores, los CT parecen acercarse. Ademas, la posiciéon de CT9 en el grupo Naive
non-R se ubico significativamente mas hacia el centro nuclear que en el grupo Naive-R. No
observamos diferencias entre grupos en cuanto a la posicién radial relativa de CT22. Cabe
destacar que la posicién de los CTs en los grupos con t(%;22) no difiri6 comparado con las
posiciones de CT en el grupo sano de MO.
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Figura 22. La presencia de la translocacion t(9;22) no cambia las posiciones radiales relativas de los TCs en
el nicleo. (A) Reconstruccion 3D representativa de una célula con t(9;22) que muestra una sefial para el gen
BCR (verde), una sefal para el gen ABLT (naranja) y dos sefiales de fusion (F1y F2). Se calculé la posicion
radial relativa (r) de cada alelo. El centro del nicleo se definié como 0, y la distancia entre 0 y cada sefial
alélica se definié como ra. La relacién nuclear (rs) se definié como la distancia entre O y la periferia nuclear
(1) que pasa por el centro de la sefial. La posicién radial relativa (r) con respecto al centro nuclear se calculé
como una fraccién de rg (r=ra/rs). (B) Reconstruccién 3D representativa que muestra cémo se calculé la
posicion radial relativa (r) de los TCs. La posiciéon radial relativa se midié teniendo en cuenta el centro de
cada compartimiento de TC. El centro del nicleo se definié como 0, y la distancia entre 0 y cada sefal del
centro de CT se definié como ra. La relacion nuclear (rs) se definié como la distancia entre 0 y la periferia
nuclear (1) que pasa por el centro de |a sefial. La posicién radial relativa (r) con respecto al centro nuclear
se calculé como una fraccion de rg (r=ra/rg). (C) Posiciones radiales relativas (r) de BCR y ABL1. Las barras
representan el rango de posicién de los genes de fusion ABL1T, BCRy BA dentro del niicleo. Una tendencia
a 0 indica proximidad al centro nuclear, mientras que una tendencia a 1 indica proximidad a la periferia. Las
barras sombreadas dentro del grafico cubren la dispersion (DE, desviacion estandar) considerando todas
las poblaciones para las posiciones ABLT (gris claro) y BCR (gris oscuro). (D) Posiciones radiales relativas (r)
de CT9 y CT22. Las barras representan el rango de posicién de CT9 y CT22 dentro del nicleo. Una
tendencia a 0 indica proximidad al centro nuclear, mientras que una tendencia a 1 indica proximidad a la
periferia. Las barras sombreadas dentro del gréafico cubren la dispersién (DE) considerando todas las
poblaciones para CT9 (verde) y CT22 (naranja).
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La ubicacién de los genes con respecto a sus CT es diferente entre los grupos
de LMC

Continuamos analizando las caracteristicas topoldgicas de los genes BCR y ABLT en LMC
mediante el analisis de su ubicacion con respecto a sus CTs utilizando FISH cuéadruplex,
seguido de una reconstruccion 3D-SIM que se analizé en los ejes x,y (Figura 23A) y los ejes x,z
(Figura 23B). Con este andlisis descubrimos varios patrones de ubicacién de alelos, que se
clasificaron segun la ubicacién de ABL1, BCR o el gen de fusiéon BA (dentro o fuera de su
respectivo CT) (ver Metodologia para detalles del analisis). Asi mismo, es importante resaltar
que las células con la fusién BA todavia presentan un alelo no fusionado para los genes BCR
y ABL1 (Figura 24A).
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ABLT BCR BA Fusion = Fusién de los genes BCRy ABL1

Figura 23. (A) Reconstruccién tridimensional de los genes ABL1 (naranja) y BCR (verde) y sus respectivos
TCs, TC? (cian) y TC22 (magenta). Cuatro sondas se hibridaron simultdneamente para determinar la
distribucién/posicion de los genes con referencia a su respectivo TC (interior o exterior). Se muestra una
reconstruccion 3D representativa por grupo. (B) Reconstruccion tridimensional que muestra la proyeccion z
de cada celda que aparece en (A). ABL1 (naranja) y BCR (verde) y sus respectivas sondas por cada TC, TC9
(cian) y TC22 (magenta), se hibridaron en la misma prueba.

En este andlisis (Figura 24B), el patron mas comun observado en el grupo de MO sano fue un
alelo dentro y otro alelo fuera de su CT (patrén de ubicacién A). En contraste, la MPB mostré
9 patrones de ubicacién diferentes, probablemente debido a cambios topolégicos inducidos
por el esquema de movilizacién. Curiosamente, la mayoria de los patrones combinatorios
observados en los pacientes con LMC involucraron al alelo ABL1T fuera de CT9. En particular,
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en el grupo TKI-R que perdié la translocacion t(9;22), solo se observaron 2 patrones de
ubicacion diferentes (patrones de ubicacion D y F), y ninguno de ellos fue el patron de
ubicacién observado con mayor frecuencia en la MO sana o grupo MPB. Finalmente, el grupo
TKI non-R mostré la variedad mas diversa y heterogénea de patrones de localizacion.

Sin embargo, cabe sefalar que la sefal de fusién BA se observé tanto en CT9 como en CT22,
sin diferencias significativas en la frecuencia observada para cada CT (p>0.05). En conjunto,
estas observaciones demuestran una variabilidad sustancial en la ubicacién de los genes entre
los grupos de LMC y un comportamiento que se desvia de las condiciones consideradas como
sanas o normales, lo que puede estar relacionado con las diferencias en la actividad
transcripcional de estos genes en cada condicién analizada (Figura 24B).
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Figura 24. Los genes se reubican con referencia a sus TCs en presencia de 1(9;22). (A) Esquemas que
muestran las ubicaciones de los alelos BCR'y ABL1 (interior/exterior) con referencia a sus respectivos TCs
en una célula normal y en una célula con un par de genes de fusién BA. (B) Gréfica que muestra los diferentes
patrones combinatorios de ubicacion de los alelos BCR'y ABL1 y el gen de fusién BA con respecto a su
respectivo TC? y TC22.
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4.1 Resumen gréfico de los resultados del presente estudio
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La organizacién del genoma tiene un papel fundamental en la regulacién de las funciones
celulares. Los cromosomas organizan una red de interacciones genéticas que involucra a todo
el genoma, creando asi un sistema de herencia con organizacién nuclear tridimensional. Por
lo tanto, se espera que las alteraciones estructurales de los cromosomas, como las
translocaciones, que reorganizan los dominios topolégicos gendémicos, tengan importantes
consecuencias a diferentes niveles (145).

En el presente trabajo, utilizamos microscopia de stper-resolucién para estudiar los efectos
de la translocacion t(9;22) en la arquitectura del genoma a nivel tridimensional de las células
de LMC. Usando 3D-SIM, estudiamos las células CD34+ de médula ésea de pacientes con
LMC y descubrimos que la presencia de la (9;22) tiene un gran impacto en la organizacién de
la cromatina de las células de LMC a distintos niveles, incluido el reposicionamiento de los
alelos, la descompactacién de la cromatina y el posicionamiento de CTs. Descubrimos una
reorganizacién topoldgica a gran escala del genoma, reflejada como una disociacién
importante de CT9 y CT22, principalmente en pacientes con LMC que no responden (en
comparacién con donantes sanos y pacientes con LMC que respondieron favorablemente a
imatinib). Estas observaciones sugieren una asociacién directa entre las propiedades
topoldgicas de CT9 y CT22 y la respuesta a la terapia de los pacientes con LMC. Es relevante
recalcar la presencia de esta disociacién de CT9 y CT22 en el momento del diagndstico en
pacientes con LMC que no responden (grupo Naive non-R), lo que sugiere que las
caracteristicas estructurales nucleares de estos pacientes podrian ser un factor importante en
la no respuesta al tratamiento.

CT9 y CT22 se observan altamente disociados en células CD34+ de pacientes con LMC que
no responden al tratamiento con TKI

Las alteraciones estructurales gendmicas, incluidas las translocaciones, son comunes en el
cancer, lo que lleva a la desregulacion de la expresion génica. Interesantemente, las células
cancerosas han mostrado configuraciones espaciales del genoma diferenciales a los de las
células normales. La capacidad de detectar dichas interacciones de secuencias alteradas y
modelar estructuras tridimensionales de cromatina ha sido posible gracias a técnicas como la
captura conformacional de cromosomas (3C) y sus derivados globales.

Estudios previos en células cancerosas utilizando precisamente técnicas de 3C han
demostrado que las alteraciones estructurales cromosémicas pueden dar lugar a alteraciones
en la compartamentalizacidn espacial del genoma y en los contactos entre asas de cromatina
al ser comparados con células normales del mismo linaje (146). Asi mismo, se han observado
fusiones de TADs, formando asi neo-TADs que reconfiguran las interacciones reguladoras
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entre elementos gendmicos (147). Por otro lado, otra investigacion ha relacionado la
formacién dindmica de compartimentos de cromatina con la resistencia al tamoxifeno en el
cancer de mama (148). Esta evidencia revela una asociacién entre la reorganizacion del
genoma y la respuesta a la terapia en pacientes con céncer. Nuestros resultados evidencian
una disociacion estructural de los CTs 9 y 22 observadas en los grupos de pacientes LMC que
no respondieron al tratamiento, lo cudl amplia y sustenta los hallazgos de estudios previos.
Ademas, es importante destacar el hecho de que la reorganizacién de la cromatina a gran
escala no solo es evidente a nivel molecular, sino que también puede detectarse mediante
microscopia. La combinaciéon de ambas técnicas nos proporcionaria tanto la informacién de
contacto entre secuencias de loci especifica como la posicidon espacial de loci individuales,
solo por mencionar un ejemplo, pero en definitiva ambos abordajes ampliaria nuestras
perspectivas en el campo del estudio de la organizacién tridimensional del genoma.

En consecuencia, el estudio de la topologia nuclear y la conformacién de la cromatina se estéa
volviendo cada vez més crucial para comprender los procesos cancerigenos y la resistencia a
los tratamientos contra el cancer. Este estudio tuvo como objetivo explorar los posibles
cambios topoldgicos a gran escala en LMC centrandose en los CTs directamente involucrados
en la enfermedad, CT9 y CT22.

La disociacién de los CTs se asocia con un aumento en los volimenes, extensas regiones de
sobrelapamiento y un aumento en la descompactacién de la cromatina.

De acuerdo con la disociacion estructural observada en los CTs 9 y 22, encontramos un
aumento significativo en el volumen, particularmente del CT22, en los grupos que no
respondieron. Asi mismo y dado que la condensacién de la cromatina se caracteriza por una
reduccion del volumen debido a una organizacién espacial en estructuras densamente
empaquetadas de orden superior (149), evaluamos cualitativamente los volimenes de los CTs
utilizando un factor de condensacién (CDF), que considera tanto el volumen del CT como la
longitud de la molécula de DNA correspondiente a cada cromosoma (144). El aumento
significativo de la descondensacion de los CTs, particularmente en CT22, mas alld de estar
relacionado con los patrones de disrupciéon observados, podria estar asociado con la
reorganizacién del dominio y, por lo tanto, dar como resultado una desregulaciéon de las
interacciones inter- e intra-cromosomicas.

Las diferencias en las interacciones intercromosémicas entre CT9 y CT22 se evidenciaron por
el aumento del volumen de sobrelapamiento en los grupos que no respondieron. Ademés, de
acuerdo con estudios previos (25), encontramos que los CTs menos condensados exhiben una
mayor proporciéon de sobrelapamiento. Las implicaciones fisiolégicas de estas regiones han
sido ampliamente estudiadas; y el grado de sobrelapamiento puede usarse como una medida
cualitativa de las posiciones cromosoémicas relativas, y ademas, se ha sugerido que las
regiones de sobrelapamiento entre cromosomas contienen potencialmente una mayor
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densidad de secuencias reguladoras y podrian mediar en las interacciones entre los
cromosomas (150). Curiosamente, los volimenes de sobrelapamiento se correlacionan mejor
con la actividad transcripcional que la distancia entre los centroides de los CTs (70), en cuyo
caso nuestros resultados sugieren una relacién proporcional entre una reduccién en la
distancia entre CT9 y CT22 y un mayor volumen de sobrelapamiento.

Cabe destacar que las regiones de sobrelapamiento entre CTs heterélogos se han
considerado un factor promotor de translocaciones (25), lo que concuerda con la asociacién
entre la proximidad de secuencias y su mayor probabilidad de translocacion (78).
Curiosamente, la proporcién de células CD34+ con sobrelapamiento entre los CTs
heterélogos aumenta significativamente en el grupo TKI-R en comparacién con los controles
sanos, y también cabe resaltar, el nivel de sobrelapamiento en algunas de estas células es tan
alto como el sobrelapamiento observado en las células con la presencia de la translocacion
1(9;22). Asimismo, se observa una distancia minima mas estrecha entre los genes BCRy ABL1
en el grupo TKI-R en comparacién con los controles sanos. Aunque estas observaciones
resultan ser provocativas, se necesitan mas estudios para evaluar la contribucién de estas
caracteristicas topoldgicas en la génesis y reapariciéon de la t(9;22) cuando los pacientes con
LMC TKI-R interrumpen el tratamiento.

Las MPTs de histonas se distribuyen diferencialmente en los CTs y en el nicleo de las
poblaciones Naive-R y Naive Non-R

El impacto reciproco de la estructura de la cromatina y la actividad génica esta intimamente
vinculada a elementos epigenéticos. El término epigenética se refiere a los cambios
heredables en el fenotipo que no conllevan a cambios en la secuencia del DNA (151).
Elementos epigenéticos como las modificaciones post-traduccionales (MPTs) de histonas son
reguladores de la cromatina y son responsables de la compartamentalizaciéon del genoma en
distintos dominios. Marcas epigenéticas como la metilacién y acetilacién de histonas han sido
bien caracterizadas. Ejemplo de ello es la trimetilaciéon de H3K9 y de H3K27 que resulta en
una configuracién de cromatina cerrada, caracteristica de heterocromatina. En contra parte,
marcas como la acetilacion de H3K9, y trimetilacién de H3K4 y H3K36 son caracteristicas de
cromatina abierta o eucromatina (151).

Teniendo en cuenta que las MPTs de histonas estdn inherentemente involucradas en la
regulacion y la dindmica de la condensacién de la cromatina y preservan la organizacién
cromosémica especifica de cada tipo celular (152), evaluamos dos marcas de histonas
representativas de los estados de conformacién de la cromatina abierta y cerrada, H3K%ac y
H3K27me3, respectivamente. Tomados en conjunto, nuestros resultados revelan una
presencia diferencial de MPTs de histonas no solo entre los grupos de LMC respondedores y
no respondedores, sino también entre CTs individuales en una sola poblacién. Estas
observaciones respaldan el argumento de que las diferencias en el enriquecimiento de estas
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modificaciones en todo el dominio proporcionan una firma global para cada dominio y CT
dentro de la cual operan niveles mas localizados de control funcional (153). Sin embargo, la
estructura de la cromatina es el resultado de una interaccién intrincada y dindmica entre
variantes de histonas, MPTs, localizacién, chaperonas de histonas y remodeladores de
nucleosomas dependientes de ATP; por lo tanto, se necesitan mas estudios para revelar el
panorama epigenético completo que regula tanto las caracteristicas topoldgicas diferenciales
entre los CTs como los mecanismos desregulados detras de la disociacion de los CTs.

La posicién nuclear de CT9 y CT22 no cambia cuando esté presente la translocacién #(9;22)

Por otro lado, en el presente estudio también analizamos los posibles cambios en la posicién
radial nuclear de los CTs entre los grupos. Estudios previos han indicado que el
posicionamiento de los CTs se correlaciona con la densidad de genes (40,41) y el tamafio de
los cromosomas (27,37). Sin embargo, aberraciones estructurales como las translocaciones
pueden afectar el posicionamiento espacial de los CTs y loci especificos, lo que puede
desempefiar un papel importante en la carcinogénesis dada la alteracién del acoplamiento
entre la disposicion espacial y la expresion (154). Sin embargo, no todas las translocaciones,
incluso cuando estan asociadas con la carcinogénesis, dan como resultado cambios en el
posicionamiento espacial o la expresion génica (155).

En el presente estudio observamos que en las células hematopoyéticas sanas, CT9 se localiza
hacia la periferia nuclear en comparacion con CT22 y encontramos que sus posiciones se
conservaron en todos los grupos, a pesar de la presencia de la t(?;22), exceptuando los casos
en los que se encontraron los CTs disociados. El mantenimiento de la posicién de los CTs no
disociados probablemente esté relacionado con el alto contenido de heterocromatina
pericentromérica en CT9 y las regiones organizadoras nucleolares (NOR) presentes en los
cromosomas acrocéntricos como es el caso del CT22, lo que podria resultar en la estabilidad
de la posicién radial dentro del nicleo (156,157). No obstante, las posiciones radiales relativas
de los genes BCR y ABLT no fueron estables, y la posicién de la fusion BA cambid
significativamente (incluso entre las poblaciones portadoras de la t(9;22)), esta variabilidad
podria responder a requerimientos transcripcionales especificos de la célula. Sin embargo,
mayores estudios serdn necesarios para corroborar esta posible asociaciéon. Ademas, las
posiciones de los CTs con un patrén disociado en pacientes con LMC non-R cambiaron
evidentemente los pardmetros de posicién de la fusién BA, particularmente en el grupo TKI
non-R.

Los cambios en la posicion nuclear de un gen tienen el potencial de cambiar la expresién
génica, ya sea alterando las asociaciones funcionales con un compartimento nuclear especifico
o alterando el conjunto de otras secuencias con las que un gen puede interactuar (17,49). Por
ejemplo, Harewood y colaboradores (2010) estudiaron el efecto de una translocacion
reciproca entre los cromosomas 11y 22 ((11;22)(gq23;911)) que se asocia con un mayor riesgo
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de cancer de mama. En un anélisis de transcriptoma, las lineas celulares de individuos con la
translocacién presentaron un mayor nimero de genes expresados diferencialmente en

comparacion con la variacién esperada en las lineas celulares de individuos sin la translocacion
(154).

El reposicionamiento de genes en células cancerosas, en comparacién con tejido normal de
la misma estirpe, también se ha relacionado con reordenamientos tridimensionales especificos
de la enfermedad. Meaburn y colaboradores (2009) identificaron alteraciones en el
posicionamiento de varios genes en células derivadas de cancer de mama invasivo en
comparacién con células de tejido normal. El reposicionamiento de estos genes al parecer fue
especifico de las células cancerosos y no ocurrieron en enfermedades no cancerosas de la
mama (hiperplasia y fibroadenoma) ni en tejido normal adyacente al tumor, por lo que se
propone que el analisis de posicionamiento génico podria emplearse como herramienta
diagndstica (158). Estas evidencias ponen de manifiesto, una vez mas, la importancia de la
organizacion espacial en la funcién nuclear y su potencial utilidad en el area clinica.

La ubicacién de los genes con respecto a sus CT es diferente entre los grupos de LMC

La relacién entre estructura, posicionamiento y funcién de genes dentro de su respectivo CT
es un cuestionamiento que aun no ha sido elucidado. Sin embargo, existen evidencias que
sugieren que el posicionamiento de los genes dentro de su CT también influye en su actividad
transcripcional. Torabi y colaboradores (2017) mostraron que los genes sobre-expresados se
posicionan mas hacia la periferia de sus respectivos CTs, mientras que los genes sub-
expresados se localizan en el interior de los territorios. Ademas demostraron que los genes,
cuando se silencian a través de un RNA de interferencia, se re-posicionan hacia el
compartimento interior de su respectivo CT (159). Asi mismo, Nagano y colaboradores (2013)
empleando la técnica de Hi-C de una sola célula (conocida como single cell Hi-C en inglés),
sugirieron que la localizacién de dominios de genes transcripcionalmente activos en los
bordes de los CTs es un sello distintivo de la estructura cromosémica a gran escala y la
disposicion espacial del nucleo (31).

Sin embargo, los datos experimentales aln son limitados para genes especificos involucrados
en condiciones fisioldgicas y de enfermedad como el caso del cancer. Nuestros datos fueron
analizados desde un punto de vista topoldgico en el que se se observé heterogeneidad en la
posicién de BCRy ABL1T con respecto a sus respectivos CTs, y la presencia de la t(%;22) afecto
los patrones de localizacién de la fusion BA y los pares alélicos de BCRy ABL1. En referencia
a estas observaciones, se ha sugerido que la descondensacién de la cromatina de largo
alcance, que conlleva la extrusiéon de asas de cromatina, localiza los genes activos en el borde
o lejos de los CTs, lo cual se sugiere esta mediado por la actividad transcripcional (31,159,160);
sin embargo, y como se ha mencionado, existen datos experimentales limitados sobre este
tema. En el presente trabajo, mostramos un panorama de gran variabilidad en los patrones
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de ubicacién de BCR, ABL1y el gen de fusién BA, sin embargo, el responder si esta estructura
estd vinculada a algun patrén de actividad del genoma es un area que requiere mayores
estudios.

Actualmente, la regulacion y los mecanismos detallados involucrados en la compartimentacién
del genoma, la formacién de dominios y la determinacién del posicionamiento de los CTs y
genes son en gran parte desconocidos. Sin embargo, las consecuencias funcionales de la
interrupcion del genoma 3D pueden afectar procesos celulares importantes y eventualmente
conducir a enfermedades e influir en su progresién (147,161,162).

En conclusién, Los hallazgos del presente estudio proponen un modelo que puede contribuir
a identificar alteraciones genéticas y epigenéticas que alteran la estructura tridimensional del
genoma, principalmente en células de pacientes con LMC que no responden al tratamiento.
Ademas, nuestros hallazgos abordan las propiedades topolégicas de CT9 y CT22, asi como
los genes BCR y ABL1, en pacientes con LMC y brindan una nueva visiéon general de la
conformacién de la cromatina que podria estar relacionada con el pronéstico clinico. Estudios
futuros seran criticos para delinear los factores y mecanismos involucrados en la alteracién de
la cromatina en pacientes con LMC que no responden a los inhibidores de |a cinasa de tirosina,
sin embargo, la capacidad de desarrollar herramientas con la habilidad de detectar estas
diferencias celulares cuando los pacientes con LMC acuden a la clinica por primera vez
contribuiria significativamente a su diagndstico, estratificacion de riesgo y posibles
tratamientos.
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6. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo empleamos microscopia de sUper-resolucién y reconstruccién
tridimensional para describir las caracteristicas topoldgicas de los CTs 9 y 22 y los genes BCR
y ABL1 involucrados en la t(9;22), caracteristica de la LMC. Analizando células CD34+ de
médula ésea de pacientes que respondian y no al tratamiento con TKI, encontramos que la
falta de respuesta de estos pacientes correlaciona con los altos niveles de disociacién en la
estructura de los CTs 9y 22, aumento de los volimenes de los CTs (especialmente para CT22),
aumento del sobrelapamiento entre CT9 y CT22 y aumento de la ocupacién de H3K%ac, una
marca epigenética de cromatina abierta, en CT22. En conjunto, nuestros resultados sugieren
que la disociaciéon a gran escala de los CT 9 y 22 se correlaciona con la respuesta clinica de
los pacientes con LMC.

Aunque los ensayos realizados en este estudio estuvieron limitados por el nimero de células
y su naturaleza irrecuperable, siendo la MO un tejido primario de dificil acceso y cantidad
restringida, nuestros resultados abren nuevas perspectivas para el estudio de la resistencia al
tratamiento con TKI en la LMC. Algunas de las preguntas que surgen a partir de nuestros
hallazgos incluyen: ;La disociacién de los CTs 9 y 22 es un fenédmeno restringido solo a los
cromosomas involucrados en t(9;22)? ;La disociacion afecta a otros CTs en particular o es un
fenémeno global similar al caos genémico? Dado que la progresion de la LMC implica la
apariciéon de alteraciones cromosémicas ademas del cromosoma Ph, ;cémo afectaria la co-
ocurrencia de estas u otras alteraciones cromosémicas a la topologia nuclear de estas células?
¢Podrian estar presentes aberraciones cromosémicas cripticas adicionales en las células
analizadas que se pasan por alto debido a las limitaciones de resolucién inherentes al cariotipo
de bandas G? Ademads, y dado que la organizaciéon del genoma 3D afecta la regulacion
transcripcional, ;qué procesos celulares y mecanismos reguladores se ven afectados en células
con CT9 y 22 altamente alterados/disociados? ;Como cambia el perfil epigenético y el
transcriptoma en estas células?

Para responder estas y mas preguntas, se requieren estudios exhaustivos que incluyan
microscopia de sUper-resoluciéon, métodos de captura conformacional de cromosomas y
secuenciacion del genoma a gran escala en células individuales para resolver estas cuestiones

y determinar su papel preciso en la resistencia a los inhibidores de la cinasa de tirosina en la
LMC.
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7. ANEXOS

7.1 Poblacién de estudio

Grupo .- Pacientes con probable diagnéstico de LMC que cumplan con los criterios de
inclusion.

Grupo Il.- Pacientes diagnosticados con LMC en remisiéon hematoldgica, citogenética y
molecular completa de acuerdo con normas internacionales (103), que cumplan con los
criterios de inclusiéon para este grupo.

Grupo lll.- Pacientes diagnosticados con LMC que no presenten respuesta completa
citogenética y/o molecular y que cumplan con los criterios de inclusién para este grupo.
Grupo V.- Individuos sanos, sin presencia de alteraciones cromosémicas o enfermedades
degenerativas.

7.1.1 Criterios de inclusién, exclusién y eliminacién

Criterios de inclusién Grupo |
e Pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) con probable diagnéstico de
LMC.
e Firma del consentimiento informado para tomar la muestra de MO durante el aspirado
de rutina como parte de su diagndstico y seguimiento.

Criterios de exclusién Grupo |
e Pacientes que hayan recibido tratamiento previo con inhibidores de cinasa de tirosina
(especificos para la fusion BCR-ABL1), tales como Imatinib, Dasatinib y Nilotinib previos
a su ingreso al INCan.

e Pacientes en los que después de realizar el estudio citogenético no se encuentre el
cromosoma Filadelfia (Ph-).

e Pacientes que posteriormente se diagnostiquen con un sindrome mieloproliferativo
distinto a LMC.

Criterios de eliminacién Grupo |
e Expedientes que no contengan informacién completa como: edad, sexo, biometria
hematica, quimica sanguinea, tamano del bazo, fecha de aspirado, informe
citogenético (FISH y/o cariotipo), dia, mes y afio de diagndstico.
e Retiro del consentimiento informado.

Criterios de inclusién Grupo |I
e Pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) diagnosticados con LMC
que presenten respuesta hematoldgica, citogenética y molecular completa de
acuerdo con normas internacionales:
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e Respuesta hematolégica completa (CHR): células blancas <10 x 107/L,
plaquetas <450 x 10%/L, basoéfilos <5%, sin presencia de células inmaduras
como blastos, promielocitos, o mielocitos y sin esplenomegalia palpable

e Respuesta citogenética completa: 0% Ph+

e Respuesta molecular completa: niveles de transcritos BCR-ABLT no
detectables por gRT-PCR.

e Pacientes que hayan recibido Imatinib como primera linea de tratamiento.
e Firma del consentimiento informado para la toma de MO durante el aspirado.

Criterios de exclusién Grupo |l
e Pacientes que posteriormente se diagnostiquen con un sindrome mieloproliferativo
distinto a LMC.

e Pacientes que hayan recibido tratamiento diferente a Imatinib como primera linea de
tratamiento.

Criterios de eliminacién Grupo I

e Expedientes que no contengan la informacién completa como: edad, sexo, biometria
hematica, quimica sanguinea, tamafio del bazo, fecha de aspirado y biopsia de médula
6sea, informe citogenético (FISH y /o cariotipo), dia, mes y afio de diagndstico; dia,
mes y afio de inicio de tratamiento, linea de tratamiento seguida, respuesta al
tratamiento, monitoreo (6, 12 y 18 meses) lo que incluye fecha de cada uno de los
aspirados y biopsias de médula ésea, asi como el respectivo reporte de respuesta
citogenética, hematoldgica y molecular (en este Ultimo caso, se toma en cuenta a partir
de los 10 meses de iniciado el tratamiento). Si es el caso, fecha de recurrencia o eventos
adversos.

e Retiro del consentimiento informado.

Criterios de inclusién Grupo IlI
e Pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) diagnosticados con LMC que no
presenten respuesta citogenética, o una respuesta menor o minima y sin respuesta

molecular:
e Respuesta citogenética menor (36-65% Ph+); minima (66-95% Ph+); o nula (>95%
Ph+)

e Sin respuesta molecular niveles de transcritos BCR-ABL1T detectables por gRT-PCR.
e Pacientes que hayan recibido Imatinib como primera linea de tratamiento.
e Firma del consentimiento informado para la toma de MO durante el aspirado.

Criterios de exclusién Grupo |l
e Pacientes que posteriormente se diagnostiquen con un sindrome mieloproliferativo
distinto a LMC.
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e Pacientes que hayan recibido tratamiento diferente a Imatinib como primera linea de
tratamiento.

Criterios de eliminacién Grupo llI

e Expedientes que no contengan la informacién completa como: edad, sexo, biometria
hematica, quimica sanguinea, tamafio del bazo, fecha de aspirado y biopsia de médula
6sea, informe citogenético (FISH y /o cariotipo), dia, mes y afio de diagndstico; dia,
mes y afio de inicio de tratamiento, linea de tratamiento seguida, respuesta al
tratamiento, monitoreo (6, 12 y 18 meses) lo que incluye fecha de cada uno de los
aspirados y biopsias de médula ésea, asi como el respectivo reporte de respuesta
citogenética, hematoldgica y molecular (en este Ultimo caso, se toma en cuenta a partir
de los 10 meses de iniciado el tratamiento). Si es el caso, fecha de recurrencia o eventos
adversos.

e Retiro del consentimiento informado.

Criterios de inclusién Grupo IV

e Individuos donadores de sangre periférica movilizada (SPM) sometidos al proceso de
aféresis para trasplante alogénico de pacientes del INCan que como parte de su
tratamiento sea indicado este procedimiento.

e Firma del consentimiento informado para tomar la muestra proveniente del proceso de
aféresis destinada para conteo celular que como procedimiento normal es desechada
después de dicho conteo.

Criterios de exclusién Grupo IV
e Individuos diagnosticados con algin sindrome o enfermedad crénica y/o degenerativa.

Criterios de eliminacién Grupo IV
eInformacién incompleta del donante: edad, sexo, biometria hematica, serologia, quimica
sanguinea, fecha de procedimiento de aféresis.

eLas muestras de individuos que después de haber sido sometidos a andlisis citogenético
presenten alguna alteracion numérica o estructural.

eRetiro del consentimiento informado.

7.2 Determinacién de la respuesta de los pacientes con LMC tratados con
inhibidores de cinasa de tirosina en el INCan.

Como parte del monitoreo y evaluacion de la respuesta al tratamiento de los pacientes con
LMC, es necesario dar seguimiento clinico, hematoldgico, citogenético y molecular.

Una respuesta hematolégica (RH) indica una mejoria en el conteo de células en sangre
periférica (SP) y se considera completa al encontrarse un nimero de glébulos blancos por
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debajo de 10x10%/L, plaquetas por debajo de 450x10°/L, células inmaduras ausentes, y no se
presentan signos o sintomas de la enfermedad. Una respuesta hematolégica parcial se define
por una persistencia de células inmaduras, plaquetas por debajo del 50% de los niveles previos
al tratamiento, pero por encima de 450x10°/L (163,164).

Por otra parte, la respuesta citogenética es evaluada mediante citogenética convencional
(células de MO en metafase) o empleando la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH) en células metafasicas o interfasicas de MO o SP (164). Se deben evaluar un minimo de
200 células empleando una sonda doble que detecta el gen BCR con fluorescencia verde y el
gen ABLT con fluorescencia roja. Una sefial amarilla indica la presencia de la secuencia de
fusion BCR-ABLI1. Esta técnica no sélo permite la detecciéon de la presencia, si no también, el
numero de copias del gen fusionado (165).

Los pacientes diagnosticados con LMC muestran del 85-99% de nucleos positivos en MO
antes del tratamiento, lo cual disminuye a menos del 1% cuando la terapia tiene éxito (165).
La respuesta citogenética se define dependiendo de la disminucién que se logre de las células
Ph positivas (Ph+): se considera parcial (RCP) cuando se encuentra del 1 al 35% de células Ph+,
se considera respuesta completa (RCC) cuando no se observan células Ph+; asi mismo, la
respuesta puede ser menor (RCM) cuando se obtiene un porcentaje de células Ph+ entre 36
y 65%, y minima cuando se obtiene entre 88 y 95% de células Ph+. Finalmente, se considera
que no hay respuesta citogenética cuando hay 95% o méas de células Ph positivas (Tabla 2)
(163).

En cuanto a la respuesta molecular, esta se determina empleando la técnica de reacciéon en
cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativo (QRT-PCR) a partir de RNA obtenido de
sangre periférica (SP). Esta técnica se basa en la medicién de los niveles de transcrito BCR-
ABL, comparandolo con los niveles de transcrito de un gen de referencia o gen control, que
en este caso es el mismo gen ABL1 (166). Los resultados se expresan como una proporcién
de copias del transcrito BCR-ABL1 respecto a las copias del gen control, este resultado es
convertido a estandares internacionales usando un factor de conversion.

La respuesta molecular define el nivel de transcrito BCR-ABL en relacién con un valor de
referencia establecido, determinado mediante la medicién de los niveles de transcrito BCR-
ABL1T en SP de los pacientes con LMC en fase crénica antes de comenzar el tratamiento. Los
niveles de transcrito son entonces, normalizados de acuerdo con escalas internacionales (103).
Una ausencia completa de los transcritos se considera una respuesta molecular completa
(RMC). Mientras que una respuesta molecular mayor (RMM) se define como una reduccién de
3-log o una reduccién de 0.1% comparada con el nivel del valor de referencia, lo que
representa una carga de la enfermedad de aproximadamente 10 veces menos que una RCC
(Tabla 2) (166).
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Tipo de respuesta Definicién

RHC (Respuesta Células blancas <10 x 107/L

hematoldgica Plaquetas <450 x 10%/L

completa) Basofilos <5%

Sin presencia de células inmaduras como blastos,
promielocitos, o mielocitos

Sin esplenomegalia palpable

Respuesta Completa (RCC): 0% de células con Ph+
citogenética Parcial (RCP):1-35% de células con Ph+
(médula dsea) Menor (RCM): 36-65% de células con Ph+
Ninguna (NoRC): >95% de células con Ph+
Respuesta Completa (RMC): Transcritos indetectables de BCR-ABL por
molecular (gRT- RT-PCR
PCR en SP) Mayor (RMM): Radio de BCR-ABL a ABL<0.1% de la escala

internacional

Tabla 2. Definicién de respuesta hematoldgica, citogenética y molecular (163).

Como parte fundamental del tratamiento, la evaluacion de la respuesta se seguira al inicio, y
durante los primeros 3 meses, se hara el monitoreo clinico, hematoldgico y bioquimico cada
2 semanas, o mas frecuente en caso de que sea necesario, posteriormente se dara
seguimiento dependiendo de las condiciones y respuesta obtenida.

La respuesta hematoldgica debe ser monitoreada por SP cada dos semanas hasta que se logre
y confirme una respuesta hematoldégica completa, y cada 3 meses a partir de entonces. La
respuesta citogenética completa (RCC) es el estandar mas importante para evaluar la
respuesta 6ptima y el resultado a largo plazo. En consecuencia, la médula ésea debe ser
reevaluada cada 6 meses después del tercer mes hasta que se alcance y confirme la RCC, y al
menos cada 12 meses, si no se puede garantizar un monitoreo molecular regular. Asi mismo,
es importante considerar que las etapas citogenéticas importantes a evaluar son a los 12y a
los 18 meses, y que también la respuesta temprana a los 3 y 6 meses es importante (167). En
caso de ser posible, se recomienda realizar la gqRT-PCR cada 3 meses hasta lograr una
respuesta molecular mayor. Una vez lograda la RCC o RMM, la citogenética se podré realizar
cada 12 meses y RT-PCR cada 6 meses; en caso de tener riesgo alto se podré realizar el
monitoreo mas frecuente (Tabla 3). (163,168)
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Método de Monitoreo inicial (al Monitoreo subsecuente (para
evaluacién menos hasta que se pacientes con RCC estable)
logre la RCC)
Hematolégico Cada 2 semanas Cada 3 meses una vez que se logre
la RCC
Citogenético (MO) Cada 3-6 meses Cada 12-24 meses una vez que se
logre la RCC
Cada 3 meses Cada 3-6 meses, que puede
Molecular (SP) incrementar hasta cada mes si se
detecta un incremento en los
niveles de transcrito

Tabla 3. Frecuencias recomendadas para la evaluacién de respuesta en pacientes con LMC
(105).

7.3 Manejo de muestras de médula ésea (MO)

Las muestras se obtuvieron durante el aspirado habitual de médula 6sea que se realiza para
el diagndstico de LMC (Grupo 1) y el posterior seguimiento para monitorear remisién (Grupo
Il y Ill). Siguiendo los protocolos estandar de aspirado y asepsia, se colectaron
aproximadamente 5ml de MO en tubos Vacutainer con heparina sédica (BD Diagnosis, Cat.
NUm.367886), para evitar la coagulacién de la muestra

Una vez obtenida la muestra, los tubos fueron rotulados inmediatamente con el nombre del
paciente y la fecha de toma de la muestra para finalmente transportarla al donde fue
procesada. En todo momento, la muestra se conservé a temperatura ambiente hasta su
procesamiento, el cual fue de inmediato (el mismo dia en el que se recibe la muestra) para
evitar que la muestra sea afectada.

7.4 Manejo de sangre periférica movilizada de individuos sanos

La obtencién de sangre periférica movilizada (MPB) se realizé a partir de muestras de donantes
sanos seleccionados para trasplante alogénico en el INCan (Ver Anexo 6.4.1). Estas muestras
son colectadas mediante el procedimiento de aféresis. Al final de este, las células son
procesadas para su congelamiento hasta que se transfunden al receptor (169). Como parte
del procedimiento, se toman 2ml del producto final de la aféresis para contabilizar el total de
células colectadas y el nimero de células progenitoras y troncales hematopoyéticas CD34+.
Este conteo se lleva a cabo en el drea de Citometria y Criopreservacion del departamento de
Banco de Sangre del INCan, para ello, se requiere solo un mililitro y el volumen restante
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normalmente es desechado. Esta muestra que usualmente se desecha es la que fue utilizada
en el presente estudio.

Una vez recuperada la muestra, el tubo fue rotulado inmediatamente con el nombre del
paciente, cédigo y la fecha de toma de la muestra para finalmente ser transportada al
laboratorio para su procesamiento inmediato. Las condiciones de la muestra incluyeron su
conservacién a temperatura ambiente hasta su procesamiento, el cual fue el mismo dia en el
que se recibid la muestra, para evitar que la muestra fuese afectada.

7.4.1 Trasplante alogénico de células troncales hematopoyéticas

El trasplante de células hematopoyéticas (TCH) es un procedimiento que consiste en la
infusiéon de células progenitoras y troncales hematopoyéticas (PyTH) para reconstituir el
sistema hematopoyético del paciente que ha sido previamente acondicionado para recibir el
injerto. Este proceder se ha convertido en una modalidad terapéutica para una gran variedad
de enfermedades, como hemopatias malignas, anemia aplésica, inmunodeficiencias y gran
nimero de tumores sélidos (cancer de mama, céncer de ovario, sarcomas y tumores
cerebrales) (170).

En un trasplante alogénico, el paciente recibe células PyTH de médula ésea o de sangre
periférica movilizada de otra persona (usualmente de familiares de primer grado, pero también
puede ser de un donante sin parentesco familiar). La selecciéon de donadores estad basada en
el tipo de antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés) el cual debe ser
compatible entre donador y receptor, lo cual es un elemento critico para asegurar el éxito del
trasplante (170).

Las células PyTH movilizadas de sangre periférica han llegado a convertirse en la opcién més
recurrente para el trasplante de células troncales hematopoyéticas debido a la relativa
facilidad de acceso a la muestra. Un procedimiento llamado aféresis o leucocitaféresis se
realiza para obtener las células troncales de sangre periférica para el trasplante. Este
procedimiento consiste en separar los componentes celulares que contengan células PyTH y
devueltos al torrente sanguineo el resto de los componentes. Durante cuatro o cinco dias
antes de la aféresis, se administra al donante un medicamento que contiene un factor de
crecimiento denominado Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF por sus
siglas en inglés). Este medicamento estimula la MO del donador para producir un exceso en
la cantidad de células PyTH, las cuales se liberan al torrente sanguineo (169).

Durante la aféresis, se extrae la sangre por una vena principal del brazo o por un catéter
venoso central. La sangre pasa por una maquina que separa las células PyTH. La sangre que
queda se regresa al donante y se guardan las células blancas y PyTH que se hayan obtenido
(169). La aféresis es un procedimiento que dura por lo general entre 4 y 6 horas. Como parte
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importante de este proceso, la muestra debe ser analizada y contabilizada para conocer el
numero total de células recuperadas, para ello, se toman 2 ml de la muestra y el conteo se
lleva a cabo por citometria de flujo. El resto de las células (aproximadamente 500ml) son
procesadas y criopreservadas para el futuro trasplante a la MO en pacientes que asi lo
requieran (169). Parte de las células PyTH colectadas (2ml) son analizadas y contabilizadas,
mientras que el resto (500ml) de las células se congelan hasta que se transfunden al receptor.
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7.5 Aprobacién del protocolo de investigacién por parte de los Comités de Etica
e Investigacién del INCan

RN D P g“'_m'“’m“
. 'SALUD | 75 sevehsn
‘-.'w.. TN Aa 1 soa g

DECIMA TERCERA SESION ORDINARIA
09 de septiembre, 2021,
Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo.
Investigador Principal

Presente.

En relacién al protocolo: “Caracterizacién de los territorios cromosémicos en los
mummm.ckyAuiywmbeMmumma
um;mmmmwmm-mmmcmmu
El Comité de Etica en Investigacién revisamos y aprobamos la siguiente
documentacion:

» Formato Gnico de Protocolo (013/0301CINCEV856/13) Versién 3.0 Fecha:
08 de mayo de 2019 en Espafol

» Consentimiento Informado para pacientes Version 1 en espafiol de fecha
07 de febrero de 2016

» Consentimiento Informado para Poblacién Sana Version 1 en espafiol de
fecha 23 de marzo de 2017

uwmwmmmmpabudcm«eu
mWMMmhM«hMM.E&
aprobacion tiene una vigencia hasta el 09 de septiembre del 2022, Por lo que en caso
necesario le solicitamos atentamente someter su renovacion anual antes de esta fecha,
junto con un informe de los resultados obtenidos. También serd necesario informar al
comité cualquier informacidn derivada del estudio que deba ser informada a los
m.o..amdommmmawm.mm
clinicas y politicas de operacién del Comité de Etica en Investigacion del INCan, es
indispensable hacer de su conocimiento que cualquier miembro de los comités que
participa en un proyecto de investigacién NO tiene VOZ ni Voto en las resoluciones
acerca del estudio. (Se requiere informe de los avances “status” de eventos adversos y
enmiendas de manera semestral).

Atentamente

At

Dra. Myrna G. Candelaria Herndndez
Presidente del Comité de Etica en Investigacion.

Av S0 Fernands Mo 2 Puerts |, Colonsa Barria ol Mo Jrwia, C 9 10080,
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, SECHETARIA OF SALUD ANIVIZMI\IO 1946 2021
e

REF/INCAN/CI1/0900/2021
CDMX, a 09 de septiembre de 2021

Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo
Investigador Principal
Presente

En su oficio recibido el 17 de agosto de 2021, se presenté en la Décima Tercera
Sesion Ordinaria del Comité de Investigacién, renovacion anual 2021-2022, con
los siguientes documentos:

< Formato Unico de Protocolo versién 3.0 fecha: 08 de mayo de 2019 en espafiol,

< Consentimiento informado para pacientes versién 1 en espafiol de fecha 07 de
febrero de 2016,

< Consentimiento informado para poblacién sana, version 1 en espafiol de fecha 23
de marzo de 2017.

Correspondientes al protocolo: CARACTERIZACION DE LOS TERRITORIOS
CROMOSOMICOS EN LOS QUE SE ENCUENTRAN LOS GENES BCR Y ABL1Y
SU ASOCIACION CON LA GENERACION DE LA T(9;22) EN PACIENTES CON
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA, (013/030/ICI) (CEI/856/13), la cual se reviso y se
aprobd por los integrantes del Comité de Investigacion.

Esta renovacion tiene vigencia hasta el 09 de septiembre de 2022, por lo cual se
solicita someter antes de esta fecha su renovacion anual y asi evitar la suspension de
su protocolo.

Atentamente
Dr. Daﬂ Canta de Ledn Dr;Dlddlo;G P mga
Presidente del Comité de Investigacién Secretario del Comité do Invntlgaclén

Ao S0 Terndnda 100, 2, Puerta 1, Col Bariio del NAG Maus, CF, 1I0R0, AN TIMgan, Oudad de Mo
Teb (45) S428 0400 www i on 10k gob e
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7.6 Cartas de Consentimiento informado

6.6.1. Plantilla consentimiento informado pacientes LMC

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION INCan
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto:
“Caracterizacion de los Territorios Cromosdmicos ¢n los que s¢ encuentran los genes BCR v
ABL]1 y su asociacién con la generacién de la £(9;22) en pacientes con leucemia micloide cronica®

A usted se le esta solicitando que paricipe en un protocolo de investigacion. Antes de tomar una decisidon ¢s
imporante que cntienda por qué sc hace la investigacion, como sc usard su informacién, lo que abarcard cl
cstudio v como podria contribuir a cste, asi como los posibles beneficios.

. Cudl es el propdsito del estudio?

Usted padece Lewcemia Micloide Cronica (LMC} por lo que ¢s necesario que siga un tratamiento acorde a lo que
su médico considere necesario y ¢l presente estudio no interferird con ¢l seguimicnto de su tratamicnto. La
finalidad de este protocolo es analizar y evaluar ciertos factores biolégicos que pueden ser importantes para que
se origine la enfermedad que usted padece. El estudio se llevard a cabo en el instituto y pretende incluir 27
pacientes gue como usted, padecen esta condicion. Estamos tratando de hacer una aportacion al entendimiento
del porqué algunas personas como usted presentan alteraciones importantes para el desarrollo de LMC.

. Tiene que participar?

Usted tiene la decisidn si desca participar o no en ¢l estudio. Incluso si sc gghusa, a participar en ¢l estudio clinico
no tendrd ninguna desventaja, incluyendo tratamicnto y atencién médica que tiene derecho a recibir. Si usted
decide participar en el estudio se le dard una forma de consentimicnto informado para que la firme, y ¢cn
cualguicr momento que decida retirarse del estudio, puede hacerlo sin que csto afecte ¢l tratamicnto o
scguimicnto de su enfermedad.

.Qué suceder4 si participa?

Como parte del tratamicnto v scguimicnto de su enfermedad, se le tomard muestra de médula dsca.
Este procedimicnto lo llevard a cabo un médico especialista. Si usted clige participar en este estudio, tomaremos
una parte de csta muestra y la usaremos para ¢l preseate protocolo de investigacion. Asi mismo y como parte de
los procedimicntos de rutina se le tomaran mucstras de sangre periférica, si decide formar parte de este estudio
también tomaremos parte de esta mucstra (10mi}.

Es importante aclarar que usted continuard todos los procedimicntos médicos gue scan necesarios para cl
adecuado tratamicnto de su enfermedad y que ninguna de las mucstras que tomaremos interferird con su
diagndstico, tratamicnto, ni con ¢l seguimicnto de su enfermedad.

Las mucstras tomadas no sc utilizaran para la gencracion de lincas celulares o con fines comerciales. ni para
procesos de patentes, tampoco se utilizaran para estudios posteriores v solo serdn conservadas por ¢l periodo que
s¢ lleve a cabo ¢l estudio al resguardo del investigador principal del proyecto, para posteriormente ser destruidas
siguiendo los protocolos cstablecidos por nuestras autoridades sanitarias.

Al firmar cste consentimiento informado no autoriza ningin otro procedimicnto diagndstico, terapéutico ni
experimental y tampoco le serd remuncrado. Asi mismo, ¢s importante scfialar que usted no tieae ninguna
responsabilidad como parte de este estudio, pero tiene la libertad de solicitar informacion respecto a este.

Usted puede retirarse del estudio en el momento que desee por la razén que usted considere pertinente lo
cual no afectard en el seguimiento de su enfermedad.

Versadm | en espaiiol de lecks 07 de lebrero de 2016

85



. Cudles son los posibles beneficios de participar?

Usted no tendrd un beneficio directo por su participacion en este estudio, sin embargo, la mucstra que acepte
donar scrda un gran aporte para la investigacion en ¢l origen de la Leucemia Micloide Cranica.

. Cdmo se usardn sus datos personales?

Es neccesario recopilar ciertos datos personales para fines del estudio. Esta informacién sc mantendra cn
confidencialidad y solo sera conocida por ¢l investigador principal del protocolo. Para este fin, la mucstra y sus
datos serdn codificados de forma independiente a su nimero de expediente.

Al firmar esta forma da su consentimicnto al médico responsable del estudio y a su personal para recopilar v
procesar sus datos personales (“datos del estudio™), incluyendo lo siguiente: Su fecha de nacimiento, sexo,
origen émico y datos personales sobre su salud fisica o mental o su padecimiento. Esta informacian se mantendra
cn cstricta confidencialidad y su identidad no scra revelada en publicaciones ni en presentaciones de resultados.
Su consentimiento para utilizar estos datos en ¢l estudio no tiene una fecha especifica de expiracién, pero usted
pucde retirar su conseatimicnto en cualquicr momento notificando a su doctor del estudio.

Tiene ¢l derecho de solicitar la informacidn sobre cualquicr dato personal que ¢l doctor del estudio pucda retener
de usted. Si desca hacer alguna peticion, sirvase contactar al doctor del estudio en primera instancia. También
ticne ¢l derecho de solicitar que se corrija cualguicr equivocacion cn sus datos personales, y en caso de que usted
retire su consentimiento, ¢l responsable del estudio ya no utilizara sus datos.

Por lo que al firmar csta forma usted consicenta al uso de los datos de Estudio como se describe en la misma.

Finalmente, c¢s importante resaltar que la COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccién de Riesgos
Sanitarios} estard enterado de su identidad por estar realizando cl protocolo en México, asi como ¢l Comité de
Etica en Investigacion por realizarse en ¢l INCan.

LA quién puede contactar si necesita mas informacion o ayuda?

Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo

Investigador en Ciencias Médicas 'F’

Jefe del Laboratorio de Carcinogénesis

Av. San Femando No.22 Col. Seccidn XV1. Delegacion Tlalpan. México D.F
Tel. 5536935200 ext. 23]

BigL Eunice Fabidn Morales

Laboratorio de Carcinogénesis. INGan,
Av. San Femando No.22 Col. Seccion XVI1. Delegacion Tlalpan. México DUF

Tel. 56-28-04-00 ext. 33015
Cel. 044-55-23-24-R5-92

Si usted tience alguna pregunta sobre sus derechos como sujeto de investigacion, usted pucde ponerse en contacto
con ¢l Comité de Etica en Investigacion:

Psig. Maria del Carmen Ljzgth Ledn Castillo
Secretaria del Comité de Etica en Investigacion. INCan,
No. de teléfono: 56-28-04-00 extensigy 37015

Versaim 1 en espaniol de lechks 07 de febrero de 2016
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

He recibido informacion verbal sobre ¢l presente estudio y he leido la informacién por escrito anexa. Me dicron
la oportunidad de discutir ¢l estudio y hacer preguntas.

Estoy de acuerdo en participar cn ¢l estudio y estoy conscicnte que mi participacion cs por completo voluntaria.
Enticndo que me puedo retirar en cualquicr momento sin que esto afecte mis cuidados en el futuro.

Al firmar csta informacién y forma de consentimicnto acepto que mis datos personales, incluyendo los datos
relacionados con mi estado fisico o mental o padecimicnto ¥ raza u origen éico, pueden ser utilizados como se

describe en esta forma de consentimicnto.

Entiendo que recibiré una copia firmada de esta informacién y forma de consentimicato.

Firma del sujcto Fecha de la firma.

Nombre del Sujeto {CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Firma dc la persona que realiza la conduccion R Fecha de la firma
De la discusion del consentimiento informado

Nombre de la persona gue realiza la discusion del consentimiento informado. {CON LETRA DE MOLDE Y
MAYUSCULAS)

La firma del representante legalmente aceptable debe agregarse si el sujeto es incapaz de firmar por ¢l mismo.
Debe mencionarse la relacién entre ¢l sujeto v el representante legalmente aceptable. La firma de 2 testigos
imparciales debe agregarse.

Firma del representante legalmente aceptado ‘Fecha de la firma

Nombre del represeatante legalmente accpx_ado (CON LETRA DE MOLDE ¥ MAYUSCULAS)

Relacién del representante legalmente aceptado con el sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Domicilio del representante legalmente aceptado

Namero de teléfono del representante legalmente aceptado

Firma del testigo imparcial 1 Fecha del testigo imparcial )

Nombre del testigo imparcial l-(CON LETRA DE MOLDE Y MAYUCULAS)

Versaim 1 en espanol de lecks 07 e febrero de 2016
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7.6.1. Plantilla consentimiento informado Poblacién Sana

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POBLACION SANA

Titule del Proyecto:
“Caracterizacion de los Territorios Cromosdmicos en los que se encuentran los genes BCR y

ABLI1 y su asociacién con la generacién de la £(9;22) en pacientes con leucemia mieloide crénica™
Registro INCan CEL'856

A usted se le estd invitando a gque participe en un protocolo de investigacion que busca analizar y evaluar clertos
factores bioldgicos que pueden ser importantes para que se origine la enfermedad de Leucemia Mieloide Cronica
{LMC). Usted esta siendo considerado a participar en este estudio debido a que NO padece esta enfermedad mi
ningun tipo de Céncer.

Antes de tomar una decision es importante que esté enterado como se usara su informacion, lo que abarcard ¢l
estudio y como podria contribuir a este, asi como los posibles beneficios.

2 Cual es ¢l propésito del estudio?

Estamos tratando de hacer una aportacion al entendimiento del porgué alpunas personas presentan alteraciones
importantes para ¢l desarrollo de LMC. Por tanto, la finalidad de este protocolo es analizar y evaluar clertos
factores bioldgicos que pueden ser importantes para que se origine la enfermedad de Leucemia Mieloide Cronica
(LMCQ). El estudio se llevard a cabo en el instituto ¥ pretende incluir tanto pacientes que padecen la condicion de
LMC como individuos que NO presentan esta enfermedad nt ningan tipo de Cancer.

cTiene que participar?

Usted tiene la decision s1 desea participar o no en el estudio. Incluso st no desea participar en el estudio clinico
no tendri ninguna desventaja, incluyendo la atencion médica que tiene derecho a recibir. Siousted decide
participar en el estudio se le dard una forma de consentimiento informado para que la firme, v en cualquier
momento que decida retirarse del estudio, puede hacerlo sin que esto afecte ningin procedimiento médico.

£ Qu¢ sucederi si participa?

Como parte del proceso de donacidn para trasplante de médula dsea, usted serd sometido a un procedimiento
llamado aféresis. Este procedimiento lo llevard a cabo un médico especialista. 81 usted elige participar en este
estudio, tomaremos una parte de esta muestra y la usaremos para el presente protocolo de investigacion.

Es importante aclarar que usted continuard todos los procedimientos médicos que sean necesarios para ¢l
adecuado proceso de donacion v que la muestra que tomaremos no interferird en este.

La muestra tomada no se utilizard para la pgeneracion de lineas celulares o con fines comerciales, ni para
procesos de patentes, tampoco se utilizaran para estudios posteriores y solo seran conservadas por el periodo que
se lleve a cabo ¢l estudio al resguardo del investigador principal del proyecto, para posteriormente ser destruidas
siguiendo los protocolos establecidos por nuestras autoridades sanitarias.

Al firmar este consentimiento informado no autoriza ningin otro procedimiento diagnostico, terapéutico ni
experimental v tampoco le serd remunerado. Asi mismo, es tmportante sefialar que usted no tiene ninguna
responsabilidad como parte de este estudio, pero tiene la libertad de solicitar informacidn respecto a este.

Usted puede retirarse del estudio en el momento que desee por la razén que usted considere pertinente lo
cual no afectari en el proceso de donacidn para trasplante de médula dsca.

Version 1 en espaibol de fecha 23 de marzo de 2017
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2 Cuiles son los posibles beneficios de participar?

Usted no tendrd un beneficio directo por su participacion en este estudio, sin embargo, la muestra que acepte
donar serd un gran aporte para la investigacion en el origen de la Leucemia Mieloide Cronica.

:Cdmo sc usardn sus datos personales?

Es necesario recopilar ciertos datos personales para fines del estudio. Esta informacion se mantendrd en
confidencialidad y solo serd conocida por ¢l investigador principal del protocolo. Para este fin, la muestra y sus
datos serin codificados de forma independiente a su nimero de expediente 0 ADT.

Al firmar esta forma da su consentimiento al médico responsable del estudio y a su personal para recopilar v
procesar sus datos personales (“datos del estudio™), incluyendo lo siguiente: Su fecha de nactmiento, sexo,
origen étnico y datos personales sobre su salud fisica o mental. Esta informacion se¢ mantendrd en estricta
confidencialidad y su identidad no serd revelada en publicaciones nt en presentaciones de resultados. Su
consentimiento para utilizar estos datos en el estudio no tiene una fecha especifica de expiracion, pero usted
puede retirar su consentimiento ¢n cualquier momento notificando al doctor encargo del estudio.

Tiene el derecho de solicitar la informacion sobre cualguier dato personal que el doctor del estudio pueda retener
de usted. Si desea hacer alguna peticion, sirvase contactar al doctor del estudio en primera instancia. También
tiene el derecho de solicitar que se corrija cualquier equivocacion en sus datos personales, y en caso de que usted
retire su consentimiento, el responsable del estudio ya no utilizard sus datos.

Por lo que al firmar esta forma usted constenta al uso de los datos de Estudio como se describe en Ja misma.

Finalmente, es importante resaltar que la COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion de Riesgos
Sanitarios) estard enterado de su identidad por estar realizando el protocolo en México, ast como el Comité de
Etica en Investigacion por realizarse en el [NCan.

ZA quién puede contactar si necesita mds informacidn o avuda?

Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo

[nvestigador en Ciencias Médicas “F*

Jefe del Laboratorio de Carcinogénesis

Av. San Fernando No.22 Col. Seccion XVI. Delegacion Tlalpan. México D.F
Tel. 5536935200 ext. 231

Bil, Eunice Fabidin Morales

Laboratorio de Carcinogénesis. INCan

Av. San Fernando No.22 Col. Seccion XVI. Delegacion Tlalpan. México D.F
Tel. 56-28-04-00 ext. 33015

Cel. 044-55-23-24-85-92

Si usted tiene alguna pregunta sobre sus derechos como sujeto de investigacion, usted puede ponerse en contacto
con el Comité de Ftica en Investigacion:

Psig, Maria del Carmen Ljizeth Leén Castillo

Secretaria del Comité de Ftica en Investigacion. INCap,

No. de teléfono: 56-28-04-00 extensign 37015

Version 1 en espaitol de fecha 23 de marzo de 2017
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

He recibido informacion verbal sobre el presente estudio y he leido la informacion por escrito anexa. Me dieron
la oportunidad de discutir el estudio v hacer preguntas.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio y estoy consciente que mi participacion es por completo voluntaria,
Entiendo que me puedo retirar en cualquier momento sin que esto afecte mis cutdados en el futuro.

Al firmar esta informacion y forma de consentimiento acepto que mis datos personales, incluyendo los datos
relacionados con mi estado fisico o mental o padecimiento y raza u ornigen énico, pueden ser utilizados como se
describe en esta forma de consentimiento.

Entiendo que recibiré una copia firmada de esta informacion y forma de consentimiento.
Firma del sujeto Fecha de la firma.
Nombre de! Sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Firma de Ja persona que realiza Ja conduccidn Fecha de la firma
De la discusion del consentimiento informado

Nombre de la persona que realiza la discusion del consentimiento informado. (CON LETRA DE MOLDE Y
MAYUSCULAS)

La firma del representante legalmente aceptable debe agregarse si el sujeto es incapaz de firmar por ¢l mismo.
Debe mencionarse la relacion entre el sujeto v ¢l representante legalmente aceptable. La firma de 2 testigos
imparciales debe agregarse.

Firma del representante legalmente aceptado Fecha de la firma

Nombre del representante legalmente aceptado (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)

Relacion de) representante legalmente aceptado con el sujeto (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUSCULAS)
Domicilio del representante legalmente aceptado

Numero de teléfono del representante legalmente aceptado

Firma del testigo imparctal 1 Fecha del testigo imparctal 1

Nombre del testigo imparcial 1 (CON LETRA DE MOLDE Y MAYUCULAS)

Version 1 en espaibol de fecha 23 de marzo de 2017
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7.7 Abreviaturas

3C Captura conformacional de cromosomas (Chromosome conformation
capture)

3D-FISH Hibridacion Fluorescente In Situ Tridimensional (Three-Dimensional
Fluorescence in situ hybridization)

ABL1 Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1

ACA Aberraciones cromosdmicas adicionales

Allo-SCT Alotrasplante de células madre (Allogeneic Stem Cell Transplantation)

AR Alto rendimiento

ATP Trifosfato de adenosina (Adenosine Triphosphate)

BCR Breakpoint Cluster Region

CDF Factor de descompactacion de la cromatina

Chrs Cromosomas (Chromosomes)

CND Nanodominios de cromatina (Chromatin Nanodomains)

CT Territorio Cromosémico (Chromosome Territory)

CTCF Factor de unién a CCCTC - Proteina con 11 dedos de zinc

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DNA Acido Desoxirribonucleico

DNAse Deoxiribonucleasa

DSB Rupturas de doble hebra (Double-strand break)

EUTOS Estudio Europeo de Tratamiento y Resultados (European Treatment and
Outcome Study)

FA Fase Acelerada

FB Fase Blastica

FC Fase Cronica

FISH Hibridacion Fluorescente In Situ (Fluorescence in situ hybridization)

HSC Célula troncal hematopoyética (Hematopoietic Stem Cell)

INCan Instituto Nacional de Cancerologia

IS Escalas internacionales (International Scales)

kbs kilobases

LLA Leucemia Linfoblastica Aguda

LMC Leucemia Mieloide Crénica

LMC-FA Leucemia Mieloide Crénica en Fase Acelerada

LMC-FB Leucemia Mieloide Crénica en Fase Blastica

LMC-FC Leucemia Mieloide Crdnica en Fase Crénica

Mbs Megabases

ME Microscopia electrénica

MPB Sangre periférica movilizada (Mobilized Peripheral Blood)
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MPTs
MO
NGS
NoRC
PCR
PDGFR
Ph+
PyTH
RCC
RCP
RCM
RHC
RMC
RMM
RNA
RNA Polll
RT-PCR

SG
SIM

SLE
STED
SMLM

SLP
SP
TAD
TCH
TIE2
TK
TKI
VEGF
VIH
WCP

Marcas post-traduccionales

Médula Osea

Secuenciacién de nueva generacion

No o nula Respuesta Citogenética

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
factor de crecimiento derivado de plaquetas

Cromosoma Filadelfia positivo (Philadelphia chromosome)

Células progenitoras y troncales hematopoyéticas

Respuesta Citogenética Completa

Respuesta Citogenética Parcial

Respuesta Citogenética Menor

Respuesta Hematolégica Completa

Respuesta Molecular Completa

Respuesta Molecular Mayor

Acido Ribonucleico

RNA Polimerasa 2

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (Reverse
transcription polymerase chain reaction)

Supervivencia global
Microscopia de Iluminaciéon  Estructurada (Structured Illumination
Microscopy)

Supervivencia libre de enfermedad

Reduccién de la Emision Estimulada (Stimulated Emission Depletion)
Microscopia de localizacién de wuna sola molécula (Single-molecule
localization microscopy)

Supervivencia libre de progresion

Sangre Periférica

Dominio asociado topolégicamente (Topologically Associating Domain)
Trasplante de Células Hematopoyéticas

tirosina cinasa con dominios 2 similares a inmunoglobulina y EGF

Cinasa de tirosina (Tyrosine Kinase)

Inhibidor de cinasa de tirosina (Tyrosine Kinase Inhibitor)

factor de crecimiento endotelial vascular

Virus de Inmunodeficiencia Humana

Pintado de cromosoma completo (Whole Chromosome Painting)

Grupos de estudio

Healthy BM

MPB
Naive-R

Médula ésea de individuos sanos
Sangre periférica movilizada (Mobilized peripheral blood)
Pacientes con LMC sin tratamiento previo
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Naive Non-R  Pacientes con LMC sin tratamiento previo que no respondieron a su
tratamiento posterior con TKI

TKI-R Pacientes LMC que recibieron TKl y respondieron

TKI Non-R Ppacientes LMC que recibieron TKl y no respondieron
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