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RESUMEN

Las alteraciones en las proteinas que conforma la maquinaria de empalme del &cido ribonucleico
(ARN) pudieran proporcionar un defecto en dicho proceso, dado por retencion de los intrones,
alteracion del sitio de reconocimiento para el empalme o empalmes alternativos defectuosos. La
implicacion de estas mutaciones y su papel en las neoplasias mieloides han sido recientemente
reportadas; sin embargo se requiere de nuevas investigaciones para identificar alguna relacion
entre las mutaciones de los genes del empalme y otros genes involucrados en la transformacion
maligna. En nuestro estudio, analizamos el status mutacional de algunos de los genes que
codifican para diferentes proteinas del empalmosoma como el SRSF2, el U2AF1 y el SF3B1, en
varias lineas celulares de leucemia mieloide aguda (LMA) por secuenciacion Sanger. Se
encontraron 4 mutaciones en 3 de las 6 lineas celulares: 2 de ellas en la linea celular MV-4 y una
sola mutacion en las lineas NOMO-1 y KG-1. Ademas se analizaron los niveles de ARN y
proteina del gen TET2 por PCR cuantitativa y western blot respectivamente. EI TET2 es un gen
responsable de la hidroximetilacion del acido desorribonucleico (ADN) con un importante papel
en la regulacion transcripcional y la leucemogeénesis. Nuestros resultados mostraron una
expresion alterada del TET2 en aquellas lineas celulares de LMA con un perfil de mutaciones en
los genes del empalme, lo que sugiere una posible relacién entre dichas mutaciones y la

desregulacién epigenética en la LMA.
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INTRODUCCION

El ARN mensajero durante su maduracion sufre un proceso llamado splicing (por su nombre en
inglés) que consiste en el empalme de los exones para una traduccion adecuada de la informacién

genética.’

El complejo que se encarga de ese proceso se denomina empalmosoma y consiste en una
macromolécula compuesta por acidos ribonucleicos (ARN) pequefios asociados a proteinas para

formar unas ribonticleoproteinas (ShRNP).

Maés del 50 % de los pacientes con alteraciones mielodisplasicas en las células hematopoyéticas,
presentan mutaciones somaticas en los genes que codifican para proteinas involucradas en el

empalme.?

Las mutaciones del splicing se han descrito poco en las neoplasias mieloides infantiles, por lo que

se infiere que su presencia esta relacionada con el envejecimiento.®

La carga del alelo mutado se encuentra habitualmente entre el 40 % y el 50 %, indicativo de un
clon dominante en la médula que es heterocigébtico para la mutacion. Los tres genes que con
mayor frecuencia se encuentran mutados son: serine/arginin-richsplicing factor 2 (SRSF2) U2
small nuclear RNA auxiliary factor 1 (U2AF1) y splicing factor 3b, subunit 1 (SF3B1) y la

mayoria de las mutaciones descritas dan lugar a un cambio de aminoécido. *

La presencia de mutaciones a nivel de estos genes se ha relacionado con la posible
transformacion leucémica en aquellos pacientes con una mielodisplasia de base: el SF3B1 se ha
asociado con buena supervivencia y bajo riesgo a la transformacién leucémica, el SRSF2 con
pobre supervivencia y rapida transformacion leucémica y el U2AF1 con un alto riesgo de

progresion maligna. *
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Al estar mutado alguno de estos genes, el proceso de splicing se puede ver comprometido por
retencion de los intrones, alteracion del sitio de reconocimiento para el empalme o empalmes

alternativos defectuosos. °

Se describen varios genes especificos con un patron de empalme alterado. Uno de estos genes es
el TET2, que codifica para una proteina con un roll fundamental en los cambios dinamicos de la

metilacion para la diferenciacion y transformacion del stemcell.®

Nuevas investigaciones se hacen necesarias para identificar si hay alguna relacion entre las
mutaciones de los genes del splicing y una expresion y/o funcionamiento alterado del TET2

como parte del proceso de leucemogeénesis en la leucemia mieloide aguda (LMA).
OBJETIVOS

1. Comprobar la presencia de mutaciones en los genes del splicing: SRSF2, U2AF1 vy
SF3Blen lineas celulares de LMA.
2. Relacionar el nivel de expresion del ARN mensajero y el nivel de expresion de la proteina

del TET2 en las lineas celulares con genes del splicing mutados.
MATERIAL Y METODOS

Las lineas celulares MOLM-13, HL-60, KASUMI-1, KG-1, MV-4 y NOMO-1 fueron cultivadas
con 80 % de RPMI y 20 % de FBS a 37 grados. Se realizo extraccion simultanea de ARN, ADN

y proteinas por el método de TRIzol® Reagent.

Posteriormente se estudié la presencia de sustituciones genémicas en diferentes puntos calientes
(PC) o “hotspots” de la secuencia de los genes de empalme: SRSF2, U2AF1 y SF3B1.El producto

de cada gen amplificado por PCR, fue purificado y secuenciado por el método de Sanger.

También se analizaron los niveles de ARN y proteina del gen TET2por PCR cuantitativa y

western blot respectivamente.

PRINCIPALES RESULTADOS
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Cinco lineas mostraron un crecimiento en suspension y una linea crecié en forma semiadherente. «

Se encontraron 4 mutaciones en 3 de las 6 lineas celulares: 2 de ellas en la linea celular MV-4
(U2AF1 intron 2 T>G) (U2AF1 exon 6-7 ¢.427 G>A) y una sola mutacion en las lineas NOMO-1
(SF3B1 ex6n 15 ¢.2104 C>A) y KG-1(U2AF1 exo6n 6-7 ¢.438 C>T). (Figura A)

La expresion de TET2 estuvo sobrerregulada en 2 de las tres lineas celulares, con al menos una
mutacién en los genes del splicing explorados. (Figura B)
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Fig. Mutaciones en genes involucrados en el empalme del ARN y la desregulacion epigenética en
la leucemia mieloide aguda. A: Cuatro mutaciones fueron encontradas en 6 lineas celulares. B:
La expresion de TET2 se encontré sobrerregulada en dos lineas celulares con al menos una

mutacion en los genes del splicing

Los niveles de ARN mensajero no se correlacionaron con el nivel de expresion de proteina del

TET2 en aquellas lineas celulares con perfil de splicing mutado.
CONCLUSIONES

Estos resultados mostraron una expresion alterada del TET2 en aquellas lineas celulares de LMA
con un perfil de mutaciones en los genes del empalme, lo que sugiere una posible relacion entre

dichas mutaciones y la desregulacion epigenética en la LMA.
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